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Bemerkung itiber die Chemie des antineuritischen Vitamins 
5 Von 


Katashi Makino und Toshitake Imai. 


0) 

7 (Aus der inneren Abteilung des Dairen Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Februar 19386.) 

af] 


Vor einiger Zeit hat Windaus') fiir antineuritisches Vitamin die 
3 | Formel I vorgeschlagen. 


Cl CH, CH,—CH,OH 


vy, = / eas | iB 
N=C C—C 
4 | CH,—C¢ 5c. NX 
XN—C€ CH—S 
\NH, 
6 Es erscheint uns indessen die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, die 
3 Formel IT dem Vitamin zu geben. 
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1. Nach der spektroskopischen Untersuchung hat Vitamin B, zwei 
Absorptionsbanden?) bei 235 mu und 267 mu. Ihre zwei hohen Gipfel und die 
groBe Halbwertsbreite bedeuten, daB es sich wahrscheinlich um die ver- 
schiedenen Absorptionsbanden handelt, die aus zwei voneinander durch ge- 
sittigten Kohlenstoff (~CH,—) getrennten Chromophoren stammen wiirden, 
wie in Formel II [vgl. auch Smakula)}. 

2. Fiir das Nitrat C,H,,N,O0,*), das Windaus aus Vitamin B, durch 
Oxydation mit Salpetersiiure gewonnen hat, erscheint uns die Formel III 
wabrscheinlicher als die von Windaus®) angegebene, um so mehr als die 
Pyrimidinbase des Vitaminmolekiils bei der Oxydation mit Salpetersiiure nur 
ein Kohlenstoffatom verliert, wihrend zwei Methylgruppen mit dem Pyri- 
midinkern verbunden sind. 


NH —C=0 


| | 
mm Ho CcUhOGH, 
| | “ 


N——CH-OH 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIX. 
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8. Zur Thiochrombildung (VII) aus Vitamin B, durch Ferricyanid und 
NaOH findet sich folgende schéne Analogie®) (V). 
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4. Bei Peters’ Formaldehydazotest’) scheint Natronlauge nétig. Die 
Rotfirbung entsteht in rein sodaalkalischer Lésung nicht. Pseudobasen- 
bildung von Thiazol (VI) und freie Aminogruppe der Pyrimidinbase wiren 
dabei unentbehrlich (das desaminierte Vitamin zeigt keine Diazoreaktion). 
Man kann diese Reaktion mit dem Hydroxylaminazotest nach Hanke’) fiir 
Tyrosin vergleichen (auch dabei sind phenolisches Hydroxyl und Amino- 
gruppe nétig). Nach Peters’) zeigt Vitamin B, auch Hydroxylaminazo- 
reaktion. 
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Bemerkungen zu der Arbeit von E. Mertens, 
Uber das Uroporphyrin usw. 
Diese Z., Bd. 288, Heft 4 u. 5. 


Von 
Jan Waldenstrém. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule Miinchen 
und aus der MedizinischenUniversitatsklinik Uppsala.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Marz 1936.) 


Die oben genannte Arbeit enthiilt eine vorliufige Mitteilung iiber die 
Ergebnisse einer chemischen Untersuchung des Uroporphyrins von einem 
Falle mit akuter Porphyrie, die eine vollkommene Bestitigung meiner eigenen 
Ergebnisse bedeutet. Da aber diese, die im Deutschen Archiv fiir innere 
Medizin Band 178, Juli 1935, verdéffentlicht wurden, nicht beriicksichtigt 
worden sind, scheint es erwiinscht, sie hier kurz zusammenzufassen: Aus 
dem Harne von 2 Fillen mit akuter Porphyrie wurden die Porphyrine ver- 
mittels einer zu diesem Zwecke ausgearbeiteten Methode der chromato- 
graphischen Analyse abgetrennt. Die von mir friiher beschriebene Léslich- 
keit dieses Uroporphyrins in Athylacetat bei stark essigsaurer Reaktion 
(Py = 3,2) wurde benutzt, um das Porphyrin von Verunreinigungen ab- 
zutrennen. Es wurde schlieBlich ein krystallisierter Methylester mit kon- 
stantem Schmelzpunkt von 258° (unkorr.) erhalten. Derselbe Befund wurde 
mit Porphyrin aus zwei verschiedenen Harnproben erhoben. Die Analysen- 
zahlen stimmen genau auf einen Octamethylester. Somit war das Vorliegen 
eines Uroporphyrins erwiesen. 

Durch Abbau nach Hans Fischer wurde ein Koproporphyrin er- 
halten, dessen Methylester nach Léslichkeit, Krystallform, doppeltem Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt mit dem Methylester des Koproporphyrins III 
identisch war. Somit war das Vorkommen eines Uroporphyrins III in diesen 
2 Fillen erwiesen. 


Die Untersuchungen sind jetzt weitergefiihrt worden. In 4 
anderen Fallen von akuter Porphyrie wurde ein krystallisierter 
Uroporphyrinmethylester dargestellt, dessen Schmelzpunkt mit 
den friiher angegebenen identisch war. 17 weitere Fille von 
akuter Porphyrie schieden alle im Harne hauptsichlich ein ather- 
unlésliches Porphyrin aus, das aber bei einer sauren Reaktion, 
die einer Graublaufiirbung des Kongopapiers entspricht, in Athy]- 
acetat quantitativ léslich war. Dagegen gelang es niemals, auch 
nur Spuren eines essigesterunléslichen Porphyrins zu finden. Da 
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es mit der Kombination von chromatographischer Analyse und 
Extraktion mit Essigester bei geeigneter Reaktion sehr leicht 
gelingt, das Uroporphyrin zu isolieren, auch wenn die Konzentra- 
tion im Harn bei etwa 1:1000000 liegt, kann in diesen Fallen 
wohl von einer isolierten Ausscheidung von Uroporphyrin III ge- 
sprochen werden. Daneben enthielt der Harn unbedeutende Mengen 
eines Koproporphyrins, aber keine anderen Porphyrine. 

In einem Falle mit reichlichen Mengen Uroporphyrin [III im 
Harne wurde aber ein Koproporphyrin I aus dem Kot isoliert. 
Dasselbe Koproporphyrin I wurde auch zum ersten Male als 
Produkt des normalen Organismus im Mekonium gefunden. 
Bei einem Falle von Porphyrie mit Lichtempfindlichkeit wurden 
im Harn nur Koproporphyrin I und Uroporphyrin I, im Kot nur 
Koproporphyrin I nachgewiesen. Es scheint also ein scharfer 
chemischer und nicht nur klinischer Gegensatz zwischen den 
zwei Formen der Porphyrie zu bestehen, die durch die oben an- 
gefihrten T'atsachen bewiesen wird. 

Somit also begriiBen wir die Untersuchungen von Mertens 
als eine Bestiitigung eines Teiles meiner oben zitierten Arbeit. 














Uber einen Aktivator der Zymohexase. 
Von 
Erwin Bauer. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. April 1936.) 








In ihrer grundlegenden Arbeit iiber die Gleichgewichts- 
reaktion: Hexosediphosphorsiure <—» Dioxyacetonphosphorsiure 
berichten Meyerhof und Lohmann!), daB das thermodynamische 
Gleichgewicht durch entsprechend verdiinnte Enzymlésungen auch 
in lingeren Zeiten nicht erreicht wird. Kinetische Untersuchungen 
haben nun ergeben, daB die Verzigerung der Reaktion nicht, 
wie zu erwarten gewesen wire, in erster Linie darauf beruht, daB 
Enzym zerstért wird, sondern daB ein Hilfsstoff fehlt, der sich 
aus dialysierten Muskelextrakten gewinnen laBt. Uber Dar- 
stellung und Kigenschaften des Zymohexasekomplementes wird in 
einer spateren Arbeit berichtet werden. Hier sei nur ein Ver- 
such angefiihrt, der die Wirkungsweise des Aktivators zeigen soll. 


Versuch. 


1,5 ecem Reaktionsmischung enthielt 0,503 mg Hexosediphosphat-P, 
0,231 cem Veronalacetat, Zymohexasekomplement, entsprechend 0,046 cem 
dialysiertem Muskelextrakt und 0,000777 cem dialysierten Muskelextrakt. 
30°: PH 8,8. 























my Hexosediph. + a ae = 
Zeit Aktivator .... oa + | — + 
in Min. Zymohexase . + | + | + | “ 
——— ——————_——— = SS 
20 y alkaliverseif- 38,0 | 0,9’) 8,7 | 0,97) 
40 barer P gebildet || 639 | 0,92) 3,7 0,02) 


Die Zahlen beziehen sich auf 1,5 ccm Reaktionsmischung. 
Phosphatatische Wirkung ist unter den Versuchsbedingungen 
nicht nachzuweisen. 


St ee mn nee ee 


') Biochem. Z. 271, 89 (1934). *) Innerhalb der Fehlergrenze. 
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Uber die Spezifitit der Adenylpyrophosphatase 
des Leberextraktes*). 


Von 


Adolf Haase. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. November 1935.) 


Die Adenylpyrophosphorsiiure (Adenyltriphosphorsiure) gehért 
zu den Tiitigkeitssubstanzen des Muskels und erfaihrt wiahrend 
der Kontraktion und der ihr nachfolgenden Erholung Veranderungen, 
die in der Abspaltung von Phosphorsiure und Ammoniak bzw. 
in der partiellen oder vollstindigen Resynthese der Adenylpyro- 
phosphorsiiure aus ihren Spaltprodukten bestehen. Die Frage, ob 
die Pyrophosphorsiiure als solche oder als o-Phosphorsiure frei 
wird, sowie die Frage, in welcher zeitlichen Aufeinanderfolge die 
Abspaltung des Ammoniaks und der Pyrophosphorsiure erfolgen, 
sind fiir die Theorie der Muskelfunktion nicht ohne Bedeutung. 
Ks liegen Anhaltspunkte dafiir vor, daB die Dephosphorylierung 
der Adenylpyrophosphorsiure die friiheste von den bisher bekannten 
chemischen Umsetzungen bei der Muskeltatigkeit ist’**), Der 
wichtigste Anhalt hierfiir ist die Feststellung, daB die Adenyl- 
siuredesamidase der Muskulatur spezifisch auf Adenylsiure und 
nicht auf Adenylpyrophosphorsiure eingestellt ist*);,die Desami- 
nierung dieser Substanz erfolgt vielmehr erst nach vorheriger 
Abspaltung der Pyrophosphorsiure. Damit bleibt aber die Antwort 
auf die Frage offen, ob die Pyrophosphorsiéure als solche oder in 
Form von o-Phosphorsiure frei wird. Nach einer wahrend der 
Durchfiihrung der vorliegenden Versuche erschienenen Arbeit von 
D. Ferdmann und O. Feinschmidt®) soll allerdings bei er- 
miidender Muskelarbeit des lebenden Frosches die gesamte oder 
doch nahezu die gesamte Pyrophosphorsaure als solche und nicht 
als o-Phosphorsiure abgespalten werden; dies bedarf jedoch auf 
Grund der methodischen Erfahrungen der hier beschriebenen 
Versuche der Bestiatigung. 


*) Diss. med. Frankfurt a. M, 1935. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XXIX. 1 
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Adolf Haase, 


Jacobsen‘) hat festgestellt, da® in der Leber eine spezifische 

Adenylpyrophosphatase vorkommt, die nur die an Adenylsiure 
gebundene Pyrophosphorsiaure, nicht aber die anorganische Pyro- 
phosphorsiure in Orthophosphorsiiure zerlegt. Die Befunde von 
Jacobsen sind von Barrenscheen und Lang®) bestatigt worden. 
Fernerhin ist von Ferdmann und Feinschmidt’) eine Methode 
zur Bestimmung der in Adenylpyrophosphorsiure gebundenen 
Pyrophosphorséure angegeben worden, die im Zusammenhang mit 
der Ermittlung der gesamten Pyrophosphorsiure zur Entscheidung 
der aufgeworfenen Frage dienen kann. Ferdmann und Fein- 
schmidt haben die Ergebnisse ihrer Methode mit derjenigen von 
Jacobsen verglichen und gute Ubereinstimmung gefunden®), 

Auf Grund der Feststellungen von Jacobsen muBte es 
méglich sein zu entscheiden, ein wie groBer Teil der durch kurze 
Hydrolyse in n/1-HCl bei 100° abgespaltenen Phosphorsiiure — 
der iiblichen Bestimmungsmetheode der Pyrophosphorsiiure — noch 
in Bindung an Adenylsiure, also als Adenylpyrophosphorsiure in 
einem Muskelextrakt vorhanden ist. Ich habe daher auf Veran- 
lassung von Prof. Dr. Lehnartz die Ausarbeitung einer Methode 
zur getrennten Bestimmung der gebundenen und der freien Pyro- 
phosphorsaiure versucht. 

Methodik. 

Herstellung des Leberextraktes nach den Angaben von Jacobsen, 
indem die Leber mit Quarzsand und dem gleichen Volumen Wasser ver- 
rieben wurde. Der Extrakt wurde sofort zentrifugiert und zur Verminderung 
der anorganischen Phosphorsiiure 2—3 Stunden gegen destilliertes Wasser 
dialysiert, Die Wirkung auf Adenylpyrophosphorsiiure wird durch die Dialyse 
nicht abgeschwiicht: 

3 cem Adenylpyrophosphatlésung, enthaltend 4,116 mg Phosphorsiiure, 
wurde mit 5 cem Leberextrakt und 10cem Puffergemisch von py, 7,2 exponiert. 





Nicht dialysierter Extrakt Dialysierter Extrakt 
Expositions- iain Caagaae eo aaa oe a. te pie 
dauer ohne mit Spaltung ohne mit | Spaltung 
Adenylpyrophosph. mg H;PO,} Adenylpyrophosph. mg H,PO, 
30 Min. 9,28 | 11,56 2,28 5,13 7,79 | 2,66 
60 ,, 9,29 11,71 2.42 4,96 714 | 2,45 
120 ,, 9,25 12,16 2.91 4,86 7,77 | 2,91 








Zu den ersten Versuchen wurde Kaninchenleber, spiiter Schweineleber 
verwandt; die Ergebnisse waren in beiden Fiillen identisch. LEinstellung 
des p;; mit den von Michaelis‘) angegebenen Veronal—Natriumacetat- 
Putfergemischen. In den meisten Versuchen wurden die p,,-Werte mit der 
Wasserstoffelektrode kontrolliert. Da jedoch bei dem in den spiiteren Ver- 
suchen angewandten Mengenverhiltnis von 0,5—1 cem Leberextrakt auf 
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Uber die Spezifitiit der Adenylpyrophosphatase des Leberextraktes. 


20 cem Puffer die py-Werte der Mischung von denen des Puffers nicht 
wesentlich abwichen, ist die py,-Messung in einer Reihe von Versuchen 
unterblieben. 

Adenylsiure und Lactacidogen wurden aus Kaninchenmuskulatur nach 
Embden und Zimmermann®?), Adenylpyrophosphorsiure nach Fiske 
und Subbarow'') ebenfalls aus Kaninchenmuskulatur isoliert. Natrium- 
pyrophosphat De Haen p. A. mit Analysenschein. Die Adenylpyrophosphor- 
siiure lag als Calciumsalz vor. Dieses wurde unter Zusatz einiger Tropfen 
n/1-HCl in Wasser gelést und darauf die der Salzsiure entsprechende Menge 
n/1-Natronlauge zugesetzt. Die Lésung ist im Eisschrank aufzuheben, spaltet 
aber auch dann im Laufe einiger Zeit merkliche Mengen anorganischer 
Phosphorsiiure ab. Die Lactacidogenlésung wurde aus dem Bariumsalz 
durch Umsetzung mit der berechneten Menge Schwefelsiiure gewonnen. 
Die Konzentration an den zugesetzten Substanzen wurde aus dem Phosphor- 
siiurewert nach Veraschung ermittelt, in jedem Falle wurde auch ihr Gehalt 
an anorganischem Phosphat bestimmt. 

Mengenverhiiltnisse von Leberextrakt, Pufferldsungen und zugesetztem 
Substrat sind bei den einzelnen Versuchen angegeben. Expositionstemperatur 
38°. Unterbrechung durch Fillung mit den jeweils angegebenen Mengen 
25°/, iger Trichloressigsiure. 

Der Umfang der Spaltung der Substrate wurde stets durch Bestimmung 
des Zuwachses an o-Phosphorsiiure ermittelt, in einer Reihe von Versuchen 
daneben auch Bestimmungen der Pyrophosphorsiure durch Hydrolyse durch- 
gefiihrt. Da im allgemeinen schon bei der Exposition ohne Zusatz eine 
Vermehrung der Phosphorsiiure auftritt, wurde neben dem Spaltungsversuch 
ein Kontrollversuch ohne Zusatz angesetzt und der in ihm ermittelte Zuwachs 
an Phosphorsiiure von dem im Spaltungsversuch gefundenen abgezogen. 
Zur Raumersparnis sind in der Mehrzahl der Tabellen nicht die erhaltenen 
Analysenzahlen, sondern nur die Differenzen von Spaltungswert und Kontroll- 
wert angefiihrt. Die Art der Berechnung geht aus den ausfiihrlicher wieder- 
gegebenen Versuchen 1 und 2 hervor. Alle in den Tabellen angefiihrten 
Phosphorsiurewerte gelten fiir den ganzen Ansatz. 

Zur Bestimmung der Phosphorsiure war die gravimetrische Methode 
nach Embden ungeeignet, da in den Trichloressigsiurefiltraten enthaltene 
kolloidale Stoffe (wahrscheinlich Glykogen) die Tiegel verstopfen und die 
Filtration unméglich machen. Es wurde daher die colorimetrische Methode 
nach Fiske und Subbarow¥) angewandt. Die Ablesungen wurden mit 
dem Stufenphotometer (Filter S 72) durchgefiihrt. In einem 25 cem-MeBkolben 
wurde das Trichloressigsiiurefiltrat (1—15 cem) mit n/1-NaOQH gegen Phenol- 
phthalein neutralisiert, dann 5ecm Ammoniummolybdat-Schwefelsiiurereagens 
und 1 cem Aminonaphtholsulfosiurelésung hinzugefiigt, auf 25 ecm auf- 
gefiillt und nach 30 Minuten abgelesen. Die Farbintensitiit bleibt zwischen 
30 Minuten und 1 Stunde praktisch unveriindert. 


Versuchsergebnisse. 

Ks wurde zuniichst das p,,-Optimum der Adenylpyrophosphor- 

siurespaltung durch Leberextrakt ermittelt. Der Versuch 1 (Tab. 1) 

zeigt, daB die gréBte Spaltung bei p,, 9,1 erhalten wird, jedoch 

ist die Vermehrung der Phosphorsiure bei p, 8,4 und 7,4 nur 
1* 
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unwesentlich geringer. Von Barrenscheen und Lang wurde 
das p,,-Optimum der Adenylpyrophosphatspaltung ebenfalls bei 
einem p,, von 9 gefunden’). 


Tabelle 1. 
Versuch 1 (28. IV. 1935). 


Kaninchenleberextrakt: 8 Stunden dialysiert, 4 Tage alt. 
Exposition: 3 Stunden, py 7,4, 8,4, 9,1. 




















1. H,PO,-Anfangswert mit Adenylpyrophosphatzusatz ... . 0,893 
2. - a ohne ‘. isa ae 
3. Gesamt-H,PO,-Anfangswert im Adenylpyrophosphatzusatz . 5,979 
4. Davon bereits als 0o-H,PO, abgespalten (1—2). ..... . 0,598 
Gebundene H,PO, im Adenylpyrophosphatzusatz .... . 5,381 
mg H,PQ,. 
1 2 | 3 4 5 6 
ohne | mit Davon aus | ,, 
, on or? Spaltung 
Pu Adenylpyrophosphat- sunanme -pyroph. ty 
zusatz abgespalten m lo 
1,4 0,460 | 4,043 3,583 2,985 56 
8,4 0,573 | 4,338 3,765 3,167 59 
9,1 0,610 | 4,544 3,934 3,336 62 














Zusammensetzung der Ansiitze: 
2 cem Leberextrakt, 
6 cem Adenylpyrophosphatlésung bzw. Wasser, 
20 ecm Puffer, 
4 ccm zur py-Messung. Rest mit 5ccm Trichloressigsiure enteiweibt. 


Die zugesetzte Adenylpyrophosphorsiure enthielt 5,979 mg 
Phosphorséure, davon waren, wie die Differenz der Anfangswerte 
mit und ohne Zusatz zeigt, bereits 0,598 mg als anorganisches 
Phosphat abgespalten, so daB sich nur noch 5,381 mg in organi- 
scher Bindung befanden. Es ist sehr wahrscheinlich, daB die 
bereits eingetretene Spaltung nur die Pyrophosphorsiure be- 
trifft, so da neben der Adenylpyrophosphorsiure eine geringe 
Menge freier Adenylsiure, entsprechend einem Phosphatgehalt von 
0,598 mg:2, dem Leberferment ausgesetzt war. Durch die 
Adenylpyrophosphatase kénnten also nur ?/, von (5,381—0,299) mg 
= 3,339 mg Phosphorsiiure frei werden. Ein derartiger Umfang 
der Spaltung wird mit 3,336 mg bei p,, 9,1 tatsichlich gerade 
erreicht. Wenn aber im vorliegenden Versuch alle Berechnungen 
auf die insgesamt noch in organischer Bindung befindliche Phos- 
phorsaure (also auf 5,381 mg) bezogen wurden und in den folgenden 
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Versuchen die Ermittlung des Spaltungsumfanges unter den gleichen 
Gesichtspunkten erfolgt, so deshalb, weil sich bald zeigte, daB aus 
der zugesetzten Adenylpyrophosphorsiure mehr Phosphorsdure 
abgespalten werden kann, als dem Pyrophosphatgehalt entspricht. 

Im nichsten Versuch (Tab. 2, Vers. 2) ist die Adenylpyro- 
phosphatspaltung durch verschiedene Extraktmengen bei optimalem 
p,, (9,1) untersucht worden. Ks wurde Adenylpyrophosphorsiure 
mit einem Gehalt von 5,622 mg organisch gebundener Phosphor- 
siure (nach Korrektur fiir den bereits stattgefundenen Zerfall) 
4 Stunden bei 38° mit 0,5, 1,0 und 2,0 ccm Leberextrakt exponiert. 
Die Vermehrung der Phosphorsiure entspricht einer Aufspaltung 
der zugesetzten organisch gebundenen Phosphorsiiure von 53, 64 
und 77°/,. Wenn, wie Jacobsen gefunden und Barrenscheen 
und Lang bestitigt, im Leberextrakt nur eine spezifisch wirkende 
Adenylpyrophosphatase enthalten wire, so diirften von den drei 
in der Adenylphosphorsiure enthaltenen Phosphorsiuremolekiilen 
nur zwei, also nur 66?/,°/, der Gesamtphosphorsiure, abgespalten 


werden. 
Tabelle 2. 
Versuch 2 (2. V. 1935). 
Kaninchenleberextrakt: 3 Stunden dialysiert, 2 Tage alt. 
Exposition: 4 Stunden bei 38°. py 9,1. 
Gesamtmenge H,PO, in zugesetzter Adenylpyrophosphorsiiure = 5,981 mg, 
davon noch gebunden 5,622 mg. 





1 2 | 8 a ae | 6 | 7 | . 
= = J - ! —— 
rhe 04 Y > nN 7 
Anfangswert Nach Exposition . Davon | Spal- 
ecm . | . ee 
; ohne mit ohne | mit . aus tung 
Extrakt nahme 


Adenylpyrophosph. | Adenylpyrophosph. A-pyroph.| in °/, 


0,5 0,194 | 0,544 0,248 | 3,553 | 3,805 | 2,955 














1,0 0,383 0,775 0,452 | 4,450 | 3,998 | 3,606 | 64 
2,0 0,579 | 0,916 0,811 5,493 | 4,682 | 4,345 | 77 


Zusammensetzung der Ansiitze: 
2cem Leberextrakt (bzw. bei geringerer Menge entsprechender 
Zusatz von Wasser), 
6 eem Adenylpyrophosphatlésung bzw. Wasser, 
20 cem Puffer, 
davon 6 ccm zur py-Messung. Rest mit 5 cem Trichloressigsiiure enteiweibt. 


DaB die Uberschreitung der Grenze yon 66%/,°/, kein Zu- 
fallsbefund ist, sondern darauf beruht, daf nicht nur die Pyro- 
phosphorsiure als o-Phosphorsiiure abgespalten wird, sondern auch 




































6 Adolf Haase, 





noch o-Phosphorsaéure aus anderer Bindung freigesetzt wird, geht Bg 
klar aus den in den folgenden Tabellen wiedergegebenen Ver- — n 


suchen hervor. 


In den bisher besprochenen Versuchen konnte die Vermehrung d 
der o-Phosphorséure iiber den theoretisch méglichen Wert nur S 
auf einer Abspaltung von Phosphorsiure aus der freiwerdenden Z 
Adenylsiure beruhen. So zeigt denn auch der Versuch 3 (Tab. 3), 


daB die Adenylsiure bei einem p,, von 


9,1 sogar noch stirker 


dephosphoryliert wird, als die Adenylpyrophosphorsiure, wihrend 
bei einem p,, von 8,1 die Spaltung deutlich geringer ist. 


Tabelle 3. 


Versuch 8 (10. V. 1935). 


Kaninchenleberextrakt: 3 Tage alt, 4 


Stunden dialysiert. 


Exposition: 3 Stunden bei 38°. 





mg 


Zugesetzt an H,PO,..... 1,993 


Davon schon abgespalten . . 0,501 
Also noch abspaltbar ... . 1,492 





Adenylpyrophosphat Adenylsiure 


— —— 





Anfangswert ohne Zusatz 0,290 mg H,POQ,. 








1 2 | 3 
Aus Adenylpyrophosphat 
abgespalten 


Spaltung 
mg H,PO, | = 0) > 
— ; 10 
8,1 1,039 | 70 
9,1 1,389 93 








4 D 


Aus Adenylsiure 
abgespalten 


apo. | Spaltung” 
mg H,PO, | = ited 
0,216 33 
0,693 104 


Zusammensetzung der Ansitze: 


0,5 eem Leberextrakt, 


2,0 eem Adenylpyrophosphat bzw. Adenylsiiure bzw. Wasser, 


22,5 ecm Puffer. 


Zur EnteiweiBung 5 ccm Trichloressigsiiure. 


Nach Barrenscheen und Lang findet nur bei einem p, 


von 9,6 eine geringfiigige Dephosphorylierung (13,1°/,) der Adenyl- 
siure statt, bei anderen p,-Werten kann ihre Spaltung vernach- 


lassigt werden. Diese Angaben konnten 


In Versuch 4 (Tab. 4) wurde bei p,, 7,0 die Spaltung der Adenyl- 
pyrophosphorsiure, der Adenylsiure und des Lactacidogens ver- 


nicht bestatigt werden. 
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glichen. Auch unter diesen, fiir ihre Spaltung keineswegs opti- 
malen Bedingungen (p,, 7) verliert die Adenylpyrophosphorsiure 
mehr als ?/, der in ihr enthaltenen Phosphorsiure; aber auch 
die Adenylsiure wird zu 25°/, und das Lactacidogén, dessen 
Spaltung von den anderen Autoren nicht untersucht wurde, noch 
zu 12°/, dephosphoryliert. 
Tabelle 4. 
Versuch 4 (21. V. 1935). 


Kaninchenleberextrakt: 2 Tage alt, 3 Stunden dialysiert. 
Exposition: 3 Stunden bei 38°. pg 7,0 





 Adenylpyro- 
Zugesetzt an |phosphorsiure 
mg H,PO, mg H,PO, mg H,PO, 


Adenylsiiure | Lactacidogen 


1,863 0,664 0,596 











Davon schon abgespalten . 0,086 0,006 — 
Also noch abspaltbar. . . 1,777 0,658 0,596 


Anfangswert ohne Zusatz 0,362 mg H,PO,. 











1 = | 2 ; 3 

Abgespalten a aus = H, PO, Spaltung in °/, 
Adenylpyrophosphat - a a : 274 72 
Bi@enymeere 2 ww 0,167 25 
Leeteeigemen .. . . 1... ss 0,070 12 


Zusammensetzung der Ansiitze: 
0,5 cem Leberextrakt, 
2,0 cem Zusatzsubstanz bzw. Wasser, 
20,0 eem Puffer. 
Zur EnteiweiBung 5 cem Trichloressigsiiure. 


Da Jacobsen zur Feststellung der Wirkung der Adenyl- 
pyrophosphatase nicht die Vermehrung der anorganischen Phos- 
phorsdure, sondern die Abnahme der Pyrophosphorsiaure verfolgte, 
besagen die bisher mitgeteilten Versuche an sich nichts gegen die 
Annahme einer spezifischen Adenylpyrophosphatase. Dab der 
Leberextrakt auch noch phosphatatische Wirkungen gegeniiber 
anderen Phosphorsiiureestern entfaltet, ist sowohl von Jacobsen 
selbst, als auch von Barrenscheen und Lang beobachtet worden. 
Aus dem in Tab. 5 wiedergegebenen Versuche geht aber hervor, 
daB der Extrakt auch anorganisches Pyrophosphat spaltet. Die 
Pyrophosphatspaltung ist bei p,, 6,8 wesentlich starker als bei 8,7, 
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sie ist aber auch hier keineswegs zu vernachlissigen. Ubrigens 
lassen auch die von Jacobsen in seiner ersten Arbeit iiber die 
Adenylpyrophosphatase mitgeteilten Versuche eine Spaltung von 
anorganischem Pyrophosphat erkennen. 


Tabelle 5. 
Versuch 5 (25. V. 1935). 
Schweineleberextrakt: 1 Tag alt, 3 Stunden dialysiert. 
Exposition bei 38°. 





Zugesetzt an Na-Pyrophosphat ... 0,735 mg H,PO, 
Davon schon gespalten. .... . . 0,025 mg H,PO, 
Also noch spaitbar. ...... .. 0,710 mg H,PO,. 
Anfangswert ohne Zusatz 0,332 mg H,PQ,. 
1 | 2 3 4 
Zeit Spaltung des Na-Pyrophosphats 
es Stunden mg H,PO, | in °/, 
0,421 59 
6"/4 0,517 | 73 
* 1 0,065 | y 
7 61), 0,210 30 








Zusammensetzung der Ansiitze: 
1 cem Leberextrakt, 
2 cem Na-Pyrophosphat, 
14 ccm Puffer. 
3 cem Trichloressigsiiure zur EnteiweiBung. 


Es erschien méglich, durch Verfolgung des zeitlichen Ver- 
laufs Unterschiede in der Spaltung der verschiedenen Substanzen 
aufzufinden, die ohne weiteres eine Anwendung von Leberextrakten 
zur isolierten Bestimmung der gebundenen Pyrophosphorsiure 
méglich machen kiénnten. Das Ergebnis dieser Versuche fiir 
Py- Werte von 7,0 und 8,9 ist in den Fig. 1 und 2 wiedergegeben, 
wobei allerdings wegen ihrer Geringfiigigkeit die Spaltung des 
Lactacidogens bei p,,7 in Fig. 1 nicht dargestellt wurde. Auch 
diese Zeitversuche ergaben nur eine sehr geringfiigige Spaltung 
des Lactacidogens bei p,,7. Bei p,, 8,9 erreicht der Lactacidogen- 
abbau dagegen einen Umfang von etwa 20°/,, schreitet aber nach 
1 Stunde nicht mehr weiter fort. Das Natriumpyrophosphat wird 
wiederum bei dem niedrigeren p,, wesentlich besser gespalten (bis 
zu annahernd 50°/,) als bei dem hdheren p,,-Wert. Die Adenyl- 
siure wird iiberaus rasch dephosphoryliert. Ihre Spaltung er- 
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reicht bereits nach 30 Minuten bei p,,8,9 und nach 60 Minuten 


bei p, ¢ ihr Maximum. Zu spiiteren Zeiten wird in beiden 
Versuchen iibereinstimmend ein geringes Wiederverschwinden 
der aus Adenylsiure freigewordenen Phosphorsiure beobachtet. 
Der zeitliche Verlauf der Spaltung der Adenylpyrophosphorsiure 
ist von demjenigen der Adenylsiure nur insofern verschieden, als 
nach einer anfanglich sehr raschen Spaltung der Abbau mit ver- 
ringerter Geschwindigkeit sich noch iber einen lingeren Zeitraum 
erstreckt; sie erreicht bei p,, 8,9 rascher den Endwert als bei p,, 7. 
Jedenfalls ist es aber auch nach dem Ausfall dieser Zeitversuche 
nicht méglich, durch einfache Bestimmung der o-Phosphorsiure, 
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Fig.1. Versuch 6 u. 7. py 7,0. Fig. 2. Versuch 8. py 8,9. 


Schweineleberextrakt: 3 Stunden dialysiert. 1 Tag alt. 
0,5 ccm Leberextrakt 15,0 ccm Puffer : 
2,0 ccm Zusatz bzw. Wasser. 3,0 ccm Trichloressigsiure zur Enteiweibung. 


die durch Leberextrakt aus den in einem Muskelextrakt enthaltenen 
Phosphorsiureverbindungen abgespalten wird, den Gehalt dieses 
Kixtraktes an Adenylpyrophosphorséure zu ermitteln. 

Nun hat aber Jacobsen angegeben, daB es gelingt, durch 
kurzes Erwarmen der Leberextrakte mit Ammoniumchlorid die 
iibrigen Phosphatasen so zu schiidigen, daf ihre Wirkung erlischt, 
wihrend die Adenylpyrophosphatase zwar abgeschwicht, aber nicht 
zerstort wird. Es wurden daher in Anlehnung an die Versuche 
von Jacobsen Leberextrakte mit einem Drittel ihres Volumens 
an 10°/,iger Ammoniumchloridlésung versetzt, in einem Wasser- 
bad von der in der Tab. 6 jeweils angegebenen Temperatur 6 Minuten 
erwarmt und dann unter der Wasserleitung abgekiihlt. Die Adenyl- 
pyrophosphatase befindet sich in dem entstandenen Niederschlag. 
Dieser wird abzentrifugiert, mehrmals auf der Zentrifuge mit 
1°/,igem Ammonchlorid gewaschen, mehrere Stunden dialysiert 
und zum Schlu8 auf das Anfangsvolumen aufgefiillt. Die so 
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behandelten Extrakte sind im folgenden kurz als ,,Ammonchlorid- 
extrakte“ bezeichnet. 
Die Versuche 9, 10 und 11 (Tab. 6) zeigen, da’ nach einer 
derartigen Behandlung der Leberextrakte die elektive Schidigung 
der verschiedenen phosphatatischen Wirkungen fiir eine Exposition 
bei p,,7 keineswegs vollstindig ist. AuBer Adenylpyrophosphor- 
siure werden auch noch Adenylsiiure und Natriumpyrophosphat 
in zum Teil erheblichem Umfange gespalten. 
Tabelle 6. 
Versuch 9 (28. V. 1935). 
Kaninchenleberextrakt: 1 Tag alt, 3 Stunden dialysiert. 
Versuch 10 (31. V. 1935). 
Schweineleberextrakt: 1 Tag alt, 3 Stunden dialysiert. 


Versuch 11 (3. VI. 1935). 
Schweineleberextrakt: 1 Tag alt, 3 Stunden i est 











Versuch 9 Vemma 10 Vv ened 11 








‘Adenyl- | Adenyl- Adenyl- | Na- Py- Adenyl- | Adenyl- 
| Pyroph. siure siure | rophos. | pyroph. | siiure 


ae 
| | 
| 0,517 0,518 0,785 2,584 | 0,695 


. Zugesetzte H,PO, 9 
in mg 


Davon bereits ab- | 0,307 | 0,017 | 0,004 | 0,005 | 0049 | — 
gespalten 





Wath aia 














mie ig 2444 | 0,500 | 0514 | 0,780 | 2535 | 0,695 
H 7,0. Temperatur 388°. 
Pp I 

1 2 | 3 4 5 | 6 
Dauer Extrakt | Adenylpyro- Adenylsiure | Na-Pyro- 
Versuchs- der Expo-| erwirmt phosphat | phosphat 
Nr. sition auf mg H,PO, abgespalten/Spaltung | ia *, 

9 3 Stdn. a 1,566/70°/, 0,201/40°/, — 

60° 1,117/50%/, | 0,122/24%, | “ 

70° 0,098/ 4°/, 0,021/ 4°/, — 
10 Si 60° 0,150/29%/, | 0,045/9/, 
65° we 0,049/ 6°/, | 0,033/4°, 

11 a _ 2,181/86 /, - a 

55° 1,745/69%/, 0,645/93 °/, _ 

60° 1,305/51°/, 0,296/42°/, = 

65° 0,512/20°/, | 0,087/12%/, | an 











Zusammensetzung der Ansiitze: 0,5 ccm Leberextrakt, 
2,0 ccm Zusatz bzw. Wasser, 
15,0 ccm Puffer. 
2,5 ecm Trichioressigsiure zur EnteiweiBung. 
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Die friher mitgeteilten Versuche hatten ergeben, daB die 
Spaltung des anorganischen Pyrophosphats bei p,,9, dem Opti- 
mum der Adenylpyrophosphatspaltung, ganz erheblich schwicher 
ist als bei p,, 7. Dies gab Veranlassung, auch noch die Spaltung 
von Adenylpyrophosphat und anorganischem Pyrophosphat bei 
P,, 8,9 sowohl durch unveriinderten als auch durch mit Ammon- 
chlorid erwirmten Leberextrakt an Hand von Bestimmung der 
o- und Pyrophosphorsiiure zu verfolgen. In Tab. 7 ist zur Raum- 
ersparnis nur das aus den Analysenzahlen errechnete Ergebnis 
der Versuche 12, 18 und 14 wiedergegeben. Die Deutung dieser 
Versuche ist dadurch erschwert, daB die Zunahme des o-Phos- 
phats nur im Versuch 14 der gleichzeitig ermittelten Verminde- 
rung des Pyrophosphats etwa entspricht. Bei Zusatz von Adenyl- 
pyrophosphat beruht das, wie schon gezeigt, darauf, daB die Fer- 
mentwirkung weder im frischen noch im Ammonchloridextrakt 
auf die Abspaltung der Pyrophosphorsiure beschriinkt ist. Natrium- 
pyrophosphat wird von frischem Extrakt stets gespalten, und zwar 
nach der Pyrophosphatbestimmung zu 4—20°/,. Die Abnahme 
des Pyrophosphats ist stets gréSer als der Zuwachs an o-Phos- 
phat. Die einfachste Erklirung hierfiir ist die Annahme, da 
der Leberextrakt aus anorganischem Pyrophosphat freigewordene 
o-Phosphorsiure in eine andere, schwerer angreifbare Verbindung 
iiberfiihrt. Durch den Ammonchloridextrakt wird in einem Versuch 
auch noch eine geringe Spaltung, in den beiden anderen Versuchen 
dagegen eine Zunahme des Pyrophosphats bewirkt, die in dem Versuch 
13 sicher auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegen hat. 

Bei den Versuchen mit Zusatz von Adenylpyrophosphat ist auffdllig, 
daB durchweg die Bestimmung der Pyrophosphorsiure durch 8 Minuten 
dauerndes Erwirmen im Wasserbad von 100° mit n/1-HCl nicht den theo- 
retischen Wert von 66°/,°/, der Gesamtphosphorsiure ergibt, sondern nur 
55 (Vers. 13) bzw. 58°/, (Vers. 12 und 14). Die Ursache hierfiir ist unklar, da 
die Bestimmung des anorganischen Pyrophosphates in den gleichen Versuchen 
den theoretischen Wert ergab oder nur unbetrichtlich hinter diesem zuriick- 
blieb. Eine an dem verwandten Adenylpyrophosphat durchgefiihrte Hydro- 

lyse in n/1-HCl in zugeschmolzenem Rohr ergab folgende Werte: 





Hydrolyse H,PO, | °/,-Spaltung Hydrolyse H,PO, | °/,-Spaltung 




















Minuten Minuten 
sofort 0,006 1 30 0,389 13,2 
. 0,355 66 120 0,449 83,5 
15 0,373 67,5 verascht 0,538 100,0 


Das Priparat enthielt also keine Verunreinigungen durch andere phos- 
phorhaltige Verbindungen. 
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Uber die Spezifitit der Adenylpyrophosphatase des Leberextraktes. 


Die durch ,,Ammonchloridextrakt“ bewirkte Spaltung des an- 
organischen Pyrophosphates ist nach den Versuchen der Tab. 8 
so geringfiigig, daB von ihr allein vielleicht abgesehen werden 


kénnte. Die Adenylpyrophosphatase selber erfihrt aber durch 
die Ammoniumchloridbehandlung erhebliche Schidigungen, die in 
einem Versuch so weit gehen, daB nur noch etwa 30°/, der ge- 
bundenen Pyrophosphorsiure gespalten werden. Es lieBe sich zwar 
fiir jeden Ammonchloridextrakt die Aktivitiit fiir die Spaltung 
von Adenylpyrophosphat ermitteln und auf Grund der Kontroll- 
versuche die an den Muskelextrakten erhaltenen Werte korri- 
gieren. Ks ist jedoch wahrscheinlich, daB die Spaltung der 
Adenylpyrophosphorsiure zu einem sehr friihen Zeitpunkt der 


| Muskelkontraktion erfolgt, und ebenso wahrscheinlich, da dieser 


Vorgang rasch und weitgehend reversibel ist*?*). Danach ist 
anzunehmen, daB die Freisetzung der Phosphorsiiure aus ihrer 
Bindung an Adenylsiure, wenn sie iiberhaupt in Form von an- 
organischem Pyrophosphat erfolgt, kaum einen gréBeren Umfang 
erreichen diirfte. Wenn aber nur mit einem geringen Ausmaf 
des angenommenen Prozesses gerechnet werden kann, so mub jede 
Korrektur der gefundenen Analysenwerte zu erheblicher Ungenauig- 
keit fiihren. Diese wiirde noch dadurch vergré8ert, daB auBer- 
dem das anorganische Pyrophosphat gelegentlich in geringem Um- 
fange gespalten wird. Da also mit Sicherheit die durch die ge- 
priiften Methoden erhaltenen Resultate von vornherein einen hohen 
Grad von Unsicherheit aufweisen miissen, wurde von der Ver- 
wendung der Leberextrakte zur Bestimmung der freien und der 
gebundenen Pyrophosphorsiiure im ruhenden und gereizten bzw. 
ermiideten Muskel abgesehen. 

Auf die Versuchsergebnisse von Ferdmann und Fein- 
schmidt, die bei Verwendung von Leberextrakten als auch auf 
anderem Wege bei ermiidender Tiitigkeit im Froschmuskel eine 
Abspaltung der anorganischen Pyrophosphorsiure aus dem Verbande 
der Adenylpyrophosphorsiiure gefunden haben, ist bereits eingangs 
hingewiesen worden. 


Zusammenfassung. 


1. Extrakte aus Kaninchen- und Schweineleber spalten aus 
Adenylpyrophosphorsiure, Adenylsiure, Natriumpyrophosphat und 
aus Lactacidogen o-Phosphorsiure ab. Das p,-Optimum fiir die 
Dephosphorylierung der Adenylpyrophosphorsiaure und der Adenyl- 
siure liegt bei p,, 9, fiir die Spaltung des Natriumpyrophosphates 
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bei p,, 7,0. Die Spaltung des Lactacidogens ist bei p, 7 kaum 
nachweisbar, bei p,, 9 erreicht sie nach 4 Stunden bei 38° etwa 
20°/,. 

2. Die Dephosphorylierung der Adenylsiure verliuft rascher 
als die der Adenylpyrophosphorsiure. 

3. Durch Erwarmen des Leberextraktes mit Ammoniumchlorid 
wird eine elektive Schidigung der Adenylpyrophosphatase nicht 
erreicht. Vielmehr wird die Spaltung der Adenylsiure und der 
Adenylpyrophosphorsaure in etwa gleichem MaBe betroffen; die 
Schidigung der Phosphatase fiir das anorganische Pyrophosphat 
ist dagegen sehr ausgesprochen, obgleich auch dieses Ferment 
nicht vélig unwirksam wird. 

4. Ks ist wahrscheinlich, daB die Wirkung der sogenannten 
Adenylpyrophosphatase sich auf alle 3 Phosphorsiiuremolekiile des 
Adenylpyrophosphates erstreckt und nicht nur auf die beiden im 
Pyrophosphat enthaltenen. 

5. Die Phosphatase fiir das anorganische Pyrophosphat last 
sich durch Behandlung der Extrakte mit Ammonchlorid offen- 
bar so weitgehend ausschalten, daf ihre Wirkung vernachlissigt 
werden kann. Dabei erleidet aber die Adenylpyrophosphatase eine 
so starke EinbuBe an Aktivitit, daB das Verfahren zur Erfassung 
kleinerer Verschiebungen zwischen freiem und gebundenem Pyro- 
phosphat nicht genau genug erscheint. 


Literatur. 


1. E. Lehnartz, Erg. Physiol. 35, 909 (1933). 
2. H. Dotzenrodt, Diese Z. 226, 59 (1934). 
3. K. Lohmann, Biochem. Z. 271, 264 (1934). 
4. E. Jacobsen, Biochem. Z. 242, 292 (1931). 
5. D. Ferdmann u. O. Feinschmidt, Biochem. Z. 277, 203 (1935). 
6. Barrenscheen u. 8. Lang, Biochem. Z. 253, 395 (1932). 
7. D. Ferdmann u. O. Feinschmidt, Diese Z. 216, 205 (1933). 
8. L. Michaelis, Biochem. Z. 234, 139 (1931). 
9. G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Z. 167, 114 (1927). 
10. Dieselben, Diese Z. 167, 137 (1927). 
11. C. H. Fiske u. Y. Subbarow, Science (N. Y.) 1929, 2, 381. 
12. Dieselben, J. of Biol. Chem. 746, 375 (1925). 
. Vgl. 1., S. 966. 















































raktes, 


kaum 
etwa 


scher 


vlorid 
nicht 
| der 
> die 
sphat 


ment 


inten 
2 des 


n im 


lab 
ffen- 
ssigt 
eine 
sung 
yro- 








Uber die Spaltung 
der natiirlichen linksdrehenden Phosphoglycerinsaure 
durch Muskelextrakt”). 


Von 
Thekla Rohleder. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. Main.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. November 1935.) 


Embden und seine Mitarbeiter!” °) fanden, dab die als 
Intermediirprodukt des unter Phosphorylierung  erfolgenden 
Zuckerabbaues im Muskel auftretende Phosphoglycerinsiiure durch 
Muskelbrei gespalteén wird, dabei aber nicht, wie man annehmen 
sollte, unter Wasseraufnahme in Phosphorsiiure und Glycerin- 
siiure tibergeht, sondern unmittelbar unter Bildung von Phosphor- 
siure und Brenztraubensdiure zerfillt. Danach scheint das 
Phosphoglycerinsiiure spaltende Ferment in seinem Wirkungs- 
mechanismus von den anderen Phosphorsiureester spaltenden, 
hydrolytisch wirkenden Fermenten verschieden zu sein. Durch 
Arbeiten aus dem Meyerhofschen Institut ist inzwischen fest- 
cestellt worden, daf die Aufspaltung der Phosphoglycerinsiiure zu 
Brenztraubensiure und Phosphorsiure iiber eine Reihe von 
Zwischenstufen verliuft. 


Meyerhof und Lohmann?) isolierten aus dialysiertem Muskelextrakt 
eine phosphorylierte Brenztraubensiure, der sie die Formel 


CH, : C(OPO,H,) - COOH 


zuschrieben. Da’ diese Formulierung zutrifft, konnte Kiessling*) durch 
Synthese dieser Substanz sicherstellen. In weiteren Untersuchungen wurde 
ermittelt, daB die Phosphobrenztraubensiiure und die Phosphoglycerinsiure 
im dialysierten Muskelextrakt in umkehrbarer Reaktion ineinander tibergehen 
kénnen’), Als Zwischenglied dieser Umwandlung ist von Meyerhof und 
Kiessling®) eine Phosphoglycerinsiure aufgefunden worden, in der sich 
die Phosphorsiure in 2-Stellung befindet. Die aus Muskulatur isolierte 


*) Diss. med. Frankfurt a. M, 1935. 
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Phosphoglycerinsiure besteht aus einer Mischung der 3-Phosphoglycerin. 
siiure mit geringen Mengen der gleichen in Stellung 2 phosphoryliertey 
Siiure. Man hat bei der Spaltung der Phosphoglycerinsiiure zwei von. 
einander unabhingige Gleichgewichte zu unterscheiden, eines zwischen 
3- und 2-Phosphoglycerinsiiure und ein zweites zwischen 2-Phosphoglycerin 
siiure und Phosphobrenztraubensiure. 

Nach den heutigen Anschauungen verliuft die Spaltung der 3-Phospho- 
glycerinsiure tiber 2-Phosphoglycerinsiure und Phosphobrenztraubensiiure 
zu Brenztraubensiiure und Phosphorsiiure, wobei die letzte Reaktionsphase 
nicht umkehrbar ist. An ihr ist in einer hier nicht niher zu er6érternden 
Weise die Adenylsiiure beteiligt®). 


Auf Anregung von Prof. Embden habe ich versucht, das 
Phosphoglycerinsiiure spaltende Ferment aus der Muskulatur zu 
extrahieren und habe weiterhin einige EKigenschaften dieses 
Fermentes niher untersucht. Uber einen Teil der Ergebnisse 
dieser Versuche hat Embden bereits an anderer Stelle berichtet 
(Vortriige in Berlin-Dahlem und in Basel im Marz und Mai 1933), 
Nach seinem Tode habe ich die Versuche mit Prof. Lehnartz 
weitergefiihrt. 


Methodik. 


Herstellung des Bicarbonatextraktes’): Die Extrakte wurden aus 
Kanirchenmuskulatur hergestellt. Die Tiere wurden durch Nackenschlag 
getétet und aus den Carotiden entblutet, die Muskulatur der Extremitiiten 
und des Rumpfes zweimal durch die eisgekiihlte Fleischhackmaschine ge- 
dreht, mit drei Volumen 2°/,iger Natriumbicarbonatlésung 1'/, Stunden bei 
Zimmertemperatur geschiittelt und unter Toluol auf groBer Nutsche ab- 
gesaugt. 

Die zugesetzte Phosphoglycerinsiiure wurde aus Kaninchenmuskulatur 
bzw. aus Hefegiiransiitzen isoliert’). Das analysenreine sekundire Barium- 
salz wurde mit der iquivalenten Menge Natriumsulfatlésung verrieben, 
zentrifugiert, und die Lésung des Natriumsalzes, die keine freie o-Phosphor- 
siiure enthielt, verwandt. Der Gehalt an Phosphoglycerinsiiure wurde aus 
dem nach Veraschung erhaltenen Phosphorsiurewert berechnet. 

Zur Ermittlung der von vornherein in ihnen enthaltenen Mengen an 
o-Phosphorsiiure und Brenztraubensiure wurden die Muskelextrakte mit 
Salzsiure und Quecksilberchlorid nach Schenck oder mit Trichloressig 
siiure gefallt (A-Werte). Die iibrigen Ansitze wurden unter Zusatz der 
Liésung des Na-Salzes der Phosphoglycerinsiiure oder der entsprechenden 
Wassermenge in einem Wasserbad von 40° 1'/, Stunden exponiert. Nach 
dieser Zeit EnteiweiBung in gleicher Weise wie bei den A-Ansitzen. Vor 
der Filtration blieben die Fillungen einige Stunden im Eisschrank stehen. 
Die Schenckfiltrate wurden mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert und der 
Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom vertrieben. 

Die Bestimmung der Phosphorsiure erfolgte meist als Strychnin- 
Phosphomolybdat, in einigen spiiteren Versuchen colorimetrisch nach Fiske 
und Subbarow. 
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Spaltung der natiirlichen linksdrehenden Phosphoglycerinsiiure usw. 17 


Die Brenztraubensiure wurde als p-Nitrophenylhydrazon gewogen. 
Es wurden meist 30 cem des kongosauren, eiweibfreien Filtrates mit 5 ccm 
p-Nitrophenylhydrazinlésung (2 g in 30 ccm n/1-Salzsiure) versetzt und nach 


45 Minuten durch Porzellanfiltertiegel A, abgesaugt. Nach Nachwaschen 
mit 1cem eisgekiihlten Wassers wurde im Vakuum bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Die geringsten Brenztraubensiiuremengen, die sich 
hierbei ausreichend genau bestimmen lassen, betragen etwa 12 mg. 


Versuchsergebnisse. 


1. Die Wirkung von Bicarbonatextrakt auf Phosphoglycerinsaure. 
Wie der Versuch 1 zeigt, zerfallt bei Kinwirkung von Muskel- 
extrakt Phosphoglycerinsiure in o-Phosphorsiure und Brenz- 
traubensiure; im Zusatzversuch wurden 32,69 mg Phosphorsiure 


Tabelle 1. 
Versuch 1 (Protokoll Nr. 4) 18. 3. 1933. 
Pro Ansatz 25 ccm Bicarbonatextrakt (1 Tag im Eisschrank aufbewahrt), 
2 cem Phosphoglycerinsiiure-Na-Lésung bzw. Wasser. Phosphoglycerin- 
siure = 30,46 mg organisch gebundene Phosphorsiure entsprechend 27,35 mg 
Brenztraubensiure. Exposition 1 Stunde 55 Minuten bei 40°. EnteiweiBung 
mit je 15 ccm 8°/,iger HCl und 5°/, iger HgCl,-Lésung. 


























Anfangs- Expositionswert Bildung Brenz- 
Im ganzen Ansatz}| wert |__| _______—"___] traubensiure 
ohne ohne Bk ee | te 0) in °/, d. Phos- 
mg Zusatz | Zusatz | Zusatz 8 | ® | phorsdure 
o-Phosphorsiure 35,59 | 38,96 | 71,65 | 32,69 | 107,2 _— 
Brenztraubensiéure — — | 238,47 23,47 85,8 ' 
gebildet. Das sind 7°/, mehr, als der in Form von Phospho- 


glycerinsiure zugesetzten Phosphorsiure (30,46 mg) entspricht. 
Gleichzeitig entstanden 23,47 mg Brenztraubensiure, entsprechend 
86°/, der theoretisch méglichen Menge. Da die Brenztrauben- 
siurebestimmung nicht ganz verlustlos arbeitet, ist diese Ausbeute 
als befriedigend anzusehen. Eine Mehrabspaltung an Phosphor- 
siure iiber den theoretisch méglichen Betrag wurde, wie aus der 
Zusammenstellung aller meiner Versuche in Tab. 3 hervorgeht, 
auch in einigen anderen Versuchen beobachtet, erreicht jedoch 
nirgends einen nennenswerten Umfang. 

Ks ergibt sich also, daB Muskelextrakt ebenso wie Muskel- 
brei (Embden und Deuticke) Phosphoglycerinsiure in an- 
niithernd Aquivalente Mengen o-Phosphorsiiure und Brenztrauben- 
siure zerlegt. Da jedoch Meyerhof und Lohmann’) gefunden 
haben, daB das primire Umwandlungsprodukt der Phospho- 
glycerinsiure, die Phosphobrenztraubensiure, in Gegenwart von 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIX. 2 
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Quecksilbersalzen bei saurer Reaktion augenblicklich in Phosphor- 
siure und Brenztraubensiure zerfillt, ist dieses Ergebnis nicht 
eindeutig. Wenn der Muskelextrakt Phosphoglycerinsiure lediglich 
in Phosphobrenztraubensiure umwandelte, miiBte diese Substanz 
bei der Schenckfaillung in o-Phosphorsiure und Brenztrauben- 
siure zerlegt werden. In der Tat geben Barrenscheen, 
Lorber und Meeraus?*) an, daf in der Mehrzahl ihrer Ver. 
suche, in denen ein Vergleich von Schenck- und Trichloressig- 
siurefaillung vorgenommen wurde, die Schenckfiltrate die héheren 
Werte fiir o-Phosphorsiiure und Brenztraubensiéure aufwiesen, und 
daB die Differenzen im Gehalt an diesen Substanzen bei beiden 
EnteiweiBungsmethoden annihernd iiquivalent waren. Die Autoren 
schlieBen daraus, daB die Phosphoglycerinsiure bei der Exposition 
zunichst in Phosphobrenztraubensiure umgelagert wird, und erst 
sekundir und wesentlich langsamer in o-Phosphorsiure und 
Brenztraubensiure zerfallt. Da unter den von mir eingehaltenen 
Versuchsbedingungen aber tatsichlich eine Aufspaltung und nicht 
eine Umlagerung der Phosphoglycerinsiure erfolgt, zeigt der Ver- 
such der Tab. 2, in dem aus anderen Griinden die beiden Ent- 
elweiBungsmethoden verglichen wurden. Im iibrigen wurde in der 
Mehrzahl der Versuche mit Trichloressigsiiure enteiweiBt. 


Tabelle 2. 
Versuch 2 (Protokoll Nr. 5 und 6) 10. 4. 1933. 
20 ccm Bicarbonatextrakt, 2 ccm Wasser bzw. phosphoglycerinsaures Na 
= 24,76 mg organisch gebundene Phosphorsiiure, entsprechend 22,23 mg 
Brenztraubensiure. Exposition 2 Stunden bei 40°. EnteiweiBung a) mit 
je 15 cem 8°/, iger HCl und 5°/, iger HgCl,-Lésung, b) mit 25 cem 5°, iger 
Trichloressigsiure in 1°/,iger HCl. 




















Abgespalten aus Phosphoglycerinsiéure Brenz- 
sani S anne SRM OORORUTS 
EnteiweiBung o-Phosphorsiiure | Brenztraubensiiure | in °/, der 
eames ta |——— | —| Phosphor- 
mg | "lo | mg %o siure 
Schenck... .. | 25,37 | 102 19,02 85,5 83,5 
Trichloressigsiure . 25,88 | 102 18,67 | 84 82,3 








Der Versuch 2 ergibt, daf nach 2stiindiger Exposition 
bei 40° bei beiden EnteiweiBungsmethoden die Phosphorsiiure- 
werte vollig identisch sind, und die Brenztraubensiurewerte nur 
um 0,35 mg von einander abweichen, also auch innerhalb der 
Fehlergrenzen iibereinstimmen. Wie an spiterer Stelle gezeigt 
wird, lassen sich bei kiirzerer Exposition die Beobachtungen von 
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Spaltung der natiirlichen linksdrehenden Phosphoglycerinsiure usw. 19 


Barrenscheen und Mitarbeitern in gewissem Umfange reprodu- 
zieren, jedoch sind die gefundenen Unterschiede nur sehr gering- 
fiigig. — Auch in Versuch 2 sind die gebildeten Phosphorsaure- 
und Brenztraubensiuremengen einander nahezu iiquivalent. Die 
Phosphorsiureabspaltung erreicht den theoretischen Wert, die 
Brenztraubensiurewerte bleiben deutlich darunter, worin entweder 
ein durch die Methode bedingtes Defizit zu erblicken ist, oder 
aber der Ausdruck dafiir, daB eine geringe Menge von Brenz- 
traubensiure in Milchsiure umgewandelt wurde (vgl. Embden 
und Deuticke?*)}. Milchsiurebestimmungen sind jedoch nicht 
durchgefiihrt worden. 

Es wurde weiterhin untersucht, ob die Aquivalenz von Phos- 
phorsiiure- und Brenztraubensiurebildung sich auch noch im ge- 
alterten Extrakt erzielen laBt. Die Fig. 1 gibt die im Versuch 3 
erhaltenen Ergebnisse wieder. 
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Versuch 3 (Protokoll Nr. 8), 19.—22. 4. 33. Pro Ansatz 20 cem Na- 
Bicarbonatextrakt vom 19. 4., der unter Toluol bei Zimmertemperatur ge- 
standen hatte. Phosphoglycerinsaures Na = 24,76 mg organisch gebundene 
Phosphorsiure, entsprechend 22,23 mg Brenztraubensiiure bzw. Wasser. 
Exposition 11/, Stunden bei 40° EnteiweiBung mit 15 cem 8 °/,iger HCl 
und 5 °%/,igem Hg(Cl,. 

Der Bicarbonatextrakt blieb hier bei Zimmertemperatur eine 
Reihe von Tagen stehen. Es zeigt sich deutlich, daB mit zu- 
nehmender Alterung die fermentative Wirkung des Extraktes mehr 
und mehr abnimmt, so daB schlieBlich der 3 Tage alte Extrakt 
nur noch etwa 24°/, der Phosphoglycerinsiiure spaltet. In diesem 
Ansatz war die gebildete Brenztraubensiituremenge so gering, daB 
sie nicht mehr quantitativ bestimmt werden konnte. In den 
iibrigen Ansiitzen sind die aus Phosphoglycerinsiure abgespaltenen 
Mengen o-Phosphorsiure und Brenztraubensiure wiederum, wie 
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in den Versuchen 1 und 2, einander nahezu Aquivalent. Die Abnahme 
der Wirkung des Extraktes wird iibrigens wesentlich verzégert, wenn 
man ihn unter Toluol im EKisschrank stehen laBt. Er ist dann 
mindestens 4 Tage ohne Abschwichung seiner Wirkung haltbar, 


2. Versuche iiber den zeitlichen Verlauf der Phosphoglycerinsaure- 
spaltung. In dem Versuch 4, in dem der zeitliche Verlauf der 
Spaltung der Phosphoglycerinsiure verfolgt wurde, ist dem Muskel- 
extrakt eine relativ groBe Menge Phosphoglycerinsiure zugesetzt 
worden, da in den bisherigen Versuchen in der Versuchszeit von 
1'/,—2 Stunden praktisch die gesamte Phosphoglycerinsiure ge- 
spalten worden war. Wie aus der graphischen Darstellung der 
Fig. 2 hervorgeht, verliuft die Abspaltung yon Phosphorsiure und 
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Versuch 4 (Protokoll Nr. 17), 14.2. 35. 20cem Bicarbonatextrakt, 
10 cem phosphoglycerinsaures Na, 172,4 mg organisch gebundene Phosphor- 
siure, entsprechend 154,8 mg Brenztraubensiiure bzw. 10 cem Wasser. 
Exposition bei 40°. EnteiweiBung mit 5 ccm 50 °/,iger Trichloressigsiure. 


Brenztraubensiure wihrend des iiber 21/, Stunden ausgedehnten 
Versuches praktisch mit unveriinderter Geschwindigkeit. Da die 
Enteiweifung mit Trichloressigsiure vorgenommen wurde, driicken 
diese Werte tatsichlich die Spaltung der Phosphoglycerinsiure 
und nicht ihre Umlagerung in Phosphobrenztraubensiure aus. 
Ob eine solche Umlagerung auferdem noch stattgefunden hat, 
laBt sich nicht sagen, da vergleichende Bestimmungen mit Schenck- 
fallung fehlen. Bis zu 11/, Stunden sind die gebildeten o-Phos- 
phorsiure- und Brenztraubensiuremengen einander praktisch iqui- 
valent. Nach 21/, Stunden iiberwiegt die Brenztraubensiurebildung 
deutlich. Dies beruht wahrscheinlich darauf, daB die freigewordene 
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Spaltung der natiirlichen linksdrehenden Phosphoglycerinsiiure usw. 2] 


Phosphorsiiure zum Aufbau anderer P-haltiger Verbindungen ver- 
wandt wurde. Ein ihnliches Verhalten wurde gelegentlich auch 
in anderen Versuchen (vgl. Tab. 3) beobachtet, trat jedoch keines- 
wegs regelmiBig auf. 

In Tab. 3 sind fiir siimtliche Versuche die Phosphorsiure- 
abspaltungen und die Brenztraubensiurebildungen, in Prozenten 
der méglichen Spaltung berechnet, zusammengestellt, ferner ist 
die Brenztraubensiiurebildung im Prozent des Aquivalentes der 
sleichzeitigen Phosphorsiureabspaltung berechnet. Als aufer- 
halb der Fehlergrenzen gelegene Differenzen sind wohl nur Ab- 
weichungen von etwa + 5°/, anzusprechen. Bei Zugrundelegung 
dieser Grenzen wird 10mal ein Uberwiegen der Brenztrauben- 
siurebildung, und etwa ebenso oft eine deutlich die Phosphorsiure- 
abspaltung unterschreitende Brenztraubensiiurebildung beobachtet. 
Dabei sind die erhaltenen Ergebnisse von der Menge der zu- 
gesetzten Phosphoglycerinsiure véllig unabhingig. Barrenscheen 
und Beneschowski"') haben dagegen in der Mehrzahl ihrer Ver- 
suche ein meist sehr betrichtliches Uberwiegen der Brenztrauben- 
siurebildung iiber die Phosphorsaureabspaltung gefunden. Ks ist 
kaum méglich die Griinde fiir diesen, wenn auch nicht qualitativ, 
so doch quantitativ auBerordentlich verschiedenen Ausfall der 
Versuche anzugeben. Barrenscheen und Beneschowski!) 
finden in den Ansi&tzen, in denen die Brenztraubensaiure gegen- 
iiber der o-Phosphorsiure vermehrt ist, eine Vermehrung der in 
heiBer Siure leicht hydrolysierbaren Phosphorsiure. Sie glauben, 
daB ein Teil dieser leicht hydrolysierbaren Phosphorsiure, als 
Phosphobrenztraubensiure, ein weiterer Teil in Form anderer 
Ester vorliegt. Die Bildung von Phosphobrenztraubensiiure kann 
aber keineswegs, wie man aus der Arbeit von Barrenscheen 
und Mitarbeitern schlieBen kénnte, das Defizit an o-Phosphorsiure 
gegeniiber der Brenztraubensiure erkliren, da die Bestimmung der 
Phosphobrenztraubensiiure ja auf ihrem Zerfall in Aquivalente 
Mengen Phosphorsiure und Brenztraubensiiure beruht, so dab 
auch bei einer Bildung von Phosphobrenztraubensiure die absolute 
GroBe des Brenztraubensiiuredefizits sich nicht iindern wiirde. 

Auch in anderer Hinsicht decken sich meine Beobachtungen 
nicht mit denjenigen von Barrenscheen und seinen Mitarbeitern. 
Wie bereits an friiherer Stelle angefiihrt, haben diese Autoren 
in zahlreichen Versuchen betriachtliche Unterschiede zwischen den 
Werten der Phosphorsiure und der Brenztraubensiure in Schenck- 
filtraten und in Trichloressigsiurefiltraten erhalten. Selbst nach 
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" ' " a 40 ccm Bic.-Extr. 
. | 13,09 | 89 19 89 11), Std. 
17.1. 85 , . . 40 cem NaCl-Extr. 
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5 NaCl-Fx 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 
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mehrstiindiger Exposition finden sich zwischen den beiden Filtraten 
zum Teil noch sehr erhebliche Differenzen. In Tab. 2 ist bereits 
ein Beispiel dafiir gegeben worden, da8 Schenck- und Trichlor- 
essigsiureextraktion zu den gleichen Phosphorsiure- und Brenz- 
traubensiiurewerten fiihren kann, daB also innerhalb der an- 
gewandten Versuchszeiten eine Spaltung und nicht nur eine Umlage- 
rung der Phosphoglycerinsiure stattgefunden hatte. Demgegeniiber 
deuten die Ergebnisse von Barrenscheen und seinen Mitarbeitern 
an, daB die Umlagerung der Phosphoglycerinsiiure zu Phospho- 
brenztraubensiure ein rasch verlaufender ProzeB, die endgiiltige 
Aufspaltung in Phosphorsiure und Brenztraubensiiure dagegen 
eine relativ langsam verlaufende Reaktion ist. Die Tab. 4 (Vers. 5) 
zeigt nochmals, dab auch fiir kiirzere Exposition bei beiden Ent- 
eiweiBungsmethoden nur recht geringfiigige Differenzen in den 
Phosphorsiure- und Brenztraubensiurewerten erhalten werden. 
Nach 11/, und 3 Stunden stimmen meine Werte absolut tberein, 
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und nur nach ?/, Stunde ergibt die Schenckfillung etwas héhere 
Werte. Nach diesem Versuch erfolgt also vielleicht die Umlagerung 
der Phosphoglycerinsiure etwas schneller als ihre Spaltung, An- 
haltspunkte fiir eine wesentliche Verschiedenheit in den Geschwindig- 
keiten dieser beiden Reaktionen haben sich jedoch nicht ergeben. 
Ob die Ursache fiir die Unterschiede zwischen meinen Befunden 
und denen von Barrenscheen und seinen Mitarbeitern darin zu 
suchen ist, daB diese Autoren ihre simtlichen Versuche in Gegen- 
wart von MgSO, durchfiihrten oder darin, daB sie ungepufferte 
KCl-Extrakte, ich dagegen Bicarbonatextrakte verwandte, ist nicht 
zu sagen. DaB zwischen verschiedenartig hergestellten Extrakten 
in der Spaltungsgeschwindigkeit erhebliche Differenzen bestehen 
kénnen, zeigen die im folgenden Abschnitt wiedergegebenen Ver- 
suche, bei denen vergleichende Bestimmungen mit Schenckfillung 
und ‘TrichloressigsiureenteiweiBung jedoch nicht durchgefiihrt 
worden sind. 


Tabelle 4. 
Versuch 5 (Protokoll Nr. 25) 24. 7. 1935. 


Pro Ansatz 20 cem Bicarbonatextrakt vom 23.7. 10 cem Phosphoglycerin. 

saures Na = 25,86 mg organisch gebundene Phosphorsiure, entsprechend 

23,22 mg Brenztraubensiiure bzw. 10 ccm Wasser. Exposition bei 40°. 

EnteiweiBung a) mit 5cem 50°/,iger Trichloressigsiiure, b) mit 5 ccm 
25°/, iger HCl und 0,8 g HgCl.,. 









































Expo- o-Phosphorsiure aus Phosphoglycerinsiiure Differenz 
eye | O/ 2 = 
sitions-| Tyrichloressigsiure | Schenck | 2 on ae 
. | gesetzten 
zeit a es eee _—__ mg Ph ear 
S 0/ 0/ 2108p 10sly 
Std. mg | lo mg lo | cerinsiure 
1, 8,74 | 3838 | 9,92 38,4 +1,18 | 4,6 
11/, 24,77 95,8 | 24,34 94,1 — 0,43 | 1,7 
3 23,40 90,5 | 23,40 90,5 + 0 | 0 
Expo- Brenztraubens. aus Phosphoglycerins. Differenz 
bie | 0) : 
sitions-} 'Tyichloressigsiure | Schenck | “lo der su 
: gesetzten 
zeit a a mg [wor 
: 0) 0; | + HOSphHosty- 
Std. mg /o ms lo | cerinsiure 
14/, 20,17 86,9 | 20,06 86,4 ~ia | 0,5 
3 20,06 | 86,4 | 20,23 87,1 re 0,7 








Brenztraubensiurewerte fiir '/, Stunde unzuverlissig, da Mengen 
fiir exakte Bestimmung zu gering. 
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3. Vergleich von Kochsalzextrakten, Bicarbonatextrakten, sowie 
yon Bicarbonatextrakten aus mit Kochsalzlosung vorextrahierter 
Muskulatur. — Herstellung der Extrakte. — 1. Kochsalzextrakt: 
Die Muskulatur wurde mit 4 Volumen 0,85°/, iger NaCl-Lésung */, Stunde 
bei Zimmertemperatur geschiittelt, abgesaugt und das Filtrat frisch zu den 
Versuchen verwandt. 


2. Herstellung des Bicarbonatextraktes aus vorextrahierter 
Muskulatur: [B-Extrakt nach Schmidt’)]. Die Muskulatur wird mit 
4 Volumen 0,85°/,iger NaCl-Lésung */, Stunde auf der Schiittelmaschine 
geschiittelt. Der iiber feuchter Gaze abgesaugte Riickstand wird 4 mal mit 
der 4fachen Menge NaCl-Lésung gewaschen, wobei er jedesmal mit der 
Lésung verriihrt wird und 10 Minuten stehen bleibt. Dann wird der Brei 
mit dem 3fachen seines urspriinglichen Gewichtes an 2°/, iger Natrium- 
bicarbonatlésung 1 Stunde bei Zimmertemperatur geschiittelt und langsam 
unter dauerndem Schiitteln bis zu schwach alkalischer Reaktion mit 10 °/, iger 
Essigsiiure versetzt, wobei man die sich entwickelnde Kohlensiiure durch 
wiederholtes kurzes Evakuieren austreibt; schlieBlich wird unter Toluol 
durch groBes Faltenfilter filtriert. 


Tabelle 5. 
Versuch 6 (Protokoll Nr. 15) 4. 2. 1935. 


Pro Ansatz 40 ccm Bicarbonatextrakt bzw. 40 cem 0,85°/, iger Kochsalz- 

extrakt, 10 cem phosphoglycerinsaures Na = 156,5 mg organisch gebundene 

Phosphorsiure, entsprechend 140,5 mg Brenztraubensiure bzw. 10 cem 

Wasser. Exposition 1 Stunde 55 Minuten bei 40°. EnteiweiBung mit 10 eem 
50°/,iger Trichloressigsiure. 








o-Phosphor- o-Phosphor- Brenztrauben-| Brenz- 
saure saure aus ee trauben- 
Art mg/Ansatz Phospho- aus Phospho- siure 
oo nach Exposition | glycerinsiure | glycerinsiure | jn 9/, 
linia | a 7 | der Phos- 
Zusatz |Zusatz} “5 | “lo mg | “lo |phorsdure 
Bicarbonatextrakt | 53,61 | 179,7 126,09 | 81 135,5 | 96 119 
Kochsalzextrakt | 27,05 | 83,82] 56,77 | 36 | 59,43| 42 | 117 














In Versuch 6 (Tab. 5) ist die Wirkung von Bicarbonatextrakt 
und von Kochsalzextrakt verglichen worden. In beiden Fallen 
sind die gebildeten Brenztraubensiuremengen deutlich, wenn auch 
nicht erheblich gréBer als die gleichzeitige Zunahme der Phosphor- 
siure, dabei iibertrifft die Wirkung des Bicarbonatextraktes die- 
jenige des Kochsalzextraktes um etwa das Doppelte. Dies beruht, 
wie die Versuche iiber die p,,-Abhiingigkeit der Phosphoglycerin- 
siurespaltung zeigen werden, wahrscheinlich in erster Linie auf 
dem verschiedenen p,,-Wert der Ansiitze. 
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Tabelle 6. 
Versuch 7 (Protokoll Nr. 11 und 12) 26. 10. 1933. 


Pro Ansatz 40 cem 0,85°/, iger Kochsalzextrakt bzw. 40 ccm B-extrakt 

(beide vom 26. 10.), 4 cem phosphorglycerinsaures Na = 50,9 mg organisch 

gebundene Phosphorsiiure, entsprechend 45,7 mg Brenztraubensiure bzvy. 

4cem Wasser. Exposition 11/, Stunden bei 40°. EnteiweiBung mit 10 ecm 
25°/, iger HCl und 1,5 g HgCl,. 

















o-Phosphor- | o-Phosphor- | Brenztrauben-| Brenz- 

sdure mg siure aus sdure aus trauben- 

Art pro Ansatz Phosphogly- | Phosphogly- | giure ip 

des Extraktes |28¢h Exposition] cerinsiure cerinsiure °/, der 
ohne | mit i % ‘ Phosphor. 

mg | % le siiure 


Zusatz | Zusatz 














0,85°/, NaCl . . | 45,7 | 72,42] 26,72 | 53 |] 27,21 
B-extrakt . 1,31 | 7,52] 6,21 | 12 | Trbg. 


In Versuch 7 (Tab. 6) sind Kochsalzextrakt und B-extrakt 
in ihrer Wirkung miteinander verglichen. Dieser Versuch wurde 
durchgefiihrt, weil Schmidt’) bei der Untersuchung der Adenyl- 
siuredesamidase des Muskels gefunden hatte, daB das Adenyl- 
siure spaltende Ferment nicht durch NaCl aus der Muskulatur 
extrahiert wird, die Fermentextrakte bei dieser Vorbehandlung aber 
wesentlich weniger Verunreinigungen enthalten. 


Die Wirkung des Kochsalzextraktes war deutlich gréfer als 
im vorigen Versuch und wieder war, wie meist, die Brenztrauben- 
siurebildung etwas gréSer als die Phosphorsiureabspaltung. Der 
B-extrakt hat nur eine sebr geringfiigige Wirkung. Es ist also 
entweder das Phosphoglycerinsiure spaltende Ferment bei der 
Kochsalzextraktion schon zum gréften Teil der Muskulatur ent- 
zogen, oder durch die Kochsalzextraktion fiir die Fermentwirkung 
wichtige Substanzen entfernt worden. 


4. Das py-Optimum der Phosphoglycerinsaurespaltung. Zu siimt- 
lichen Versuchen dieser Reihe wurde frischer Kochsalzextrakt verwandt. 
Die Einstellung der py-Werte erfolgte durch Veronal—Acetatpuffer nach 
Michaelis’), die Bestimmung der Phosphorsiiure colorimetrisch nach 
Fiske und Subbarow, die der Brenztraubensiiure durch Fillung mit 
2,4-Dinitrophenylhydrazin nach Neuberg und Kobel'’). Diese Methode 
erfaBt noch Brenztraubensiiuremengen von etwa 6 mg zu etwa 90°, bei 
héheren Brenztraubensiurewerten ergibt sie theoretische Ausbeuten. Als 
qualitative Probe liBt sie noch etwa 1 mg Brenztraubensiure an der auf- 
tretenden Triibung erkennen. Die py-Werte wurden durch Messungen mit 
der Gaskette bzw. der Chinhydronelektrode gepriift. 
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Das wesentliche Ergebnis einiger Versuche dieser Art ist in 
der Fig. 3 wiedergegeben. Bei der graphischen Darstellung ist 
fiir jeden Versuch die héchste erreichte Spaltung als Hundert 
gesetzt; die iibrigen Werte sind jeweils als Prozente dieser maxi- 
malen Spaltung berechnet. Die absoluten Werte fiir die Spaltung 
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Fig. 3. 


Versuch 8 (Protokoll Nr. 22), 13. 6. 35. 6 cem NaCl-Extrakt, 25 ecm 
Veronal-Acetatpuffer bzw. 0,85 °/,iger Kochsalzlésung, 1 cem Wasser bzw. 
Lisung von phosphoglycerinsaurem Na, enthaltend 33,8 mg organisch ge- 
bundene Phosphorsiure, entsprechend 30,35 mg Brenztraubensiure. Expo- 
sition 3'/, Stunden bei 40° EnteiweiBung mit 3 ccm 50 °/,iger Trichlor- 
essigsiiure. 

Versuch 9 (Protokoll Nr. 23), 17.6. 35. 22cem NaCl-Extrakt, 86 ccm 
Veronal—Acetatpuffer bzw. 0,85 °/,ige NaCl-Lésung, 4 ccm Wasser bzw. 
Lésung von phosphoglycerinsaurem Na, enthaltend 135,2 mg organisch ge- 
bundene Phosphorsiure, entsprechend 121,4 mg Brenztraubensiiure. Expo- 
sition 2'/, Stunden bei 40°. 

Versuch 10 (Protokoll Nr. 21), 30.4. 35. Pro Ansatz 20 ccm Na(Cl- 
Extrakt, 42 ccm Veronal—Acetatpuffer, 3 ccm Wasser bzw. Lésung von 
Phosphoglycerinsiiure, enthaltend 59,61 mg organische Phosphorsiure, ent- 
sprechend 53,53 mg Brenztraubensiure. Exposition 2 Stunden bei 40°. 
EnteiweiBung mit 5 ccm 50 °/,iger Trichloressigsiure. 


lagen abhingig von den zugesetzten Phosphoglycerinsiuremengen 
zwischen 45 und 100°/,. Auch die p,,-Versuche zeigen noch 
einmal mehr die weitgehende Parallelitiit zwischen Phosphor- 
siiureabspaltung und Brenztraubensiiurebildung aus Phosphoglyce- 
rinsiure. Bei denjenigen p,-Werten, bei denen die gebildeten 
Brenztraubensiiuremengen zu einer quantitativen Bestimmung 
nicht ausreichten, sind auch die gebildeten Phosphorsiuremengen 
klein. Wie die Figur deutlich zeigt, hat die Phosphoglycerin- 
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siurespaltung, und zwar sowohl fiir die Bildung von Phosphor- 
siure als auch fiir die der Brenztraubensiéure, ein p,,-Optimum 
zwischen p,,6,8 und p,,8,0, das nach der sauren Seite dieses 
Gebietes hin scharf begrenzt ist, da hier die Spaltung schon durch 
eine geringe p,,-Verschiebung weitgehend unterdriickt wird. Dieses 
Ergebnis steht im Widerspruch zu den Befunden von Barren- 
scheen und Beneschowsky"), nach denen die Brenztrauben- 
siurebildung ein p,,-Optimum zwischen 5,9 und 6,8, die Phosphor- 
siureabspaltung dagegen ein solches zwischen 8,20 und 8,60 hat. 


Tabelle 7. 
Versuch Nr. 11. (Protokoll Nr. 24) 16. 7. 1935. 
Pro Ansatz 10 eem frischer NaCl-Extrakt, 25 cem Veronal—Acetat-Puffer, 
4 ccm Wasser bzw. Liésung von phosphoglycerinsaurem Na = 18,95 mg 
organisch gebundene Phosphorsiure, entsprechend 17,02 mg Brenztrauben- 
siiure. Exposition 2'/, Stunden bei 40°. EnteiweiBung a) mit 3 cem 50°/,iger 
Trichloressigsiure, b) mit 3 cem 25°/, iger HCl und 0,5 g HgCl,. 

















d ay . 2 erin. ° 
Pu o-Phosphorsiure aus . hosphoglycerin Nidflerens 

gemessen 0 a ee —y 

nach Trichloressigsiure | Schenck | in “fe Ger 
der Expo- | zugesetzten 

sition 1. 0/ m& | __Phospho- 

mg | ‘lo mg lo glycerinsdure 

4,44 0,428 | 28 | 0578 | 3,1 +0,150 0,8 

6,46 4,35 | 28 | 867 | 19,8 — 0,68 3,7 

7,90 17,93 | 95 | - [= = ' 








Es bleibt noch die Méglichkeit offen, daB ebenso wie die 
Aufspaltung der Phosphoglycerinsiure in Phosphorsaéure und Brenz- 
traubensiure auch ihre Umlagerung zu Phosphobrenztraubensiure 
durch den Wechsel des p,, verursacht sein kénnte. Wie der Ver- 
such 11 (Tab. 7) zeigt, besteht jedoch fiir diese Annahme keine 
Berechtigung. Es sei noch darauf hingewiesen, daB ganz im Hin- 
klang mit der Mehrzah] meiner Versuche auch in diesem Versuch 
die Phosphorsiureabspaltung bei p,, 7,90 der Brenztraubensiure- 
bildung dquivalent war. 


Zusammenfassung. 


1. Der Muskulatur lé8t sich durch Extraktion mit physio- 
logischer NaCl-Lésung oder mit 2°/,iger NaHCO,-Lisung ein 
Ferment entziehen, das Phosphoglycerinsiiure in o-Phosphorsiure 
und brenztraubensiure zerlegt. 
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2. In der Mehrzahl der Versuche sind die aus Phosphogly- 
cerinsiure entstehenden Mengen von o-Phosphorsaiure und Brenz- 
traubensdure einander dquivalent. Jedoch iiberwiegt in einer Reihe 
von Versuchen die Brenztraubensdurebildung die Abspaltung der 
Phosphorsiiture um maximal 20°/,. 

3. Aus den vorliegenden Versuchen laBt sich nicht mit Sicher- 
heit entscheiden, ob die der Aufspaltung der Phosphoglycerin- 
siure vorhergehende Umlagerung zu Phosphobrenztraubensiure 
mit gréBerer Geschwindigkeit verlauft, als ihre endgiiltige Spaltung. 
GréBere Unterschiede in der Geschwindigkeit der beiden Reak- 
tionen bestehen anscheinend nicht. 

4, Die Spaltung der Phosphoglycerinsiure hat ein p,,-Opti- 
mum zwischen p,,6,8 und 8,0. Bei saureren Reaktionen ist so- 
wohl die Umlagerung wie die Spaltung der Phosphoglycerinsiure 
nur geringfiigig. 
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Uber Oxyaminosaduren und ihren Abbau im Tierkérper. 
Von 
F. Knoop, Fritz Ditt, Wilh. Hecksteden, Jos. Maier, W. Merz 
und R. Hirle. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Januar 1936.) 


Kine besondere Gruppe in der Zahl der EiweiBendspaltungs- 
produkte bilden die $-Oxy-a-aminosiiuren. Uber ihre Verbreitung, 
ihren Abbau, ihre Entstehung und ihre Beziehungen zu anderen 
Substanzen im Tierkérper ist kaum etwas bekannt. Bisher sind 
mit Sicherheit nur zwei solche Bausteine isoliert worden: das 
Oxyalanin und die Oxyglutaminsiure, beide nicht so einfach rein 
darzustellen wie ihre hydroxylfreien Homologen. Dies war wohl 
der Grund dafiir, daB das Serin erst 45 Jahre, die Oxyglutamin- 
siure 50 Jahre spiter aufgefunden wurden, als die entsprechen- 
den einfachen Aminosiuren. Wihrend die Isolierung des Serins 
keine groBen Schwierigkeiten bereitet, wird die Oxyglutaminsiure 
nur unter besonderen Vorsichtsmabregeln aufgefunden, so dab 
manche Fachgenossen geneigt waren, die Existenz der Oxy- 
glutaminsiure anzuzweifeln. Harington hat eine bequeme 
Synthese publiziert, die sich ohne Schwierigkeiten reproduzieren 
laBt. Neuerdings ist es zwar gelungen, die Oxyglutaminsadure 
wiederum aufzufinden, aber die Ausbeuten waren gering, so dai 
vorerst physiologische Versuche sich auf das synthetische Material 
beschrinken miissen. Da nun zwei asymmetrische Kohlenstoff- 
atome vorliegen, das synthetische Produkt also aus 4 Isomeren 
besteht, so kénnen Versuche mit diesem synthetischen Gemisch 
fiir physiologische Schliisse nur mit Vorsicht verwertet werden. 

Die Schwierigkeit der Gewinnung und die oft sehr schwanken- 
den Ausbeuten der Oxyaminosiuren selbst bei gleichem Ausgangs- 
material haben wohl ihre Griinde in der besonderen Zersetzlich- 
keit. Schon Baumann hat bei seiner Konstitutionsbestimmung 
des Cysteins gefunden, dab dieses beim Kochen mit Alkalien 
Brenztraubensiure liefert. Das war ja fiir ihn der Grund, zunachst 
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anzunehmen, daB Stickstoff und Schwefel am gleichen «-Kohlen- 
stoffatom substituiert waren, eine Auffassung, die erst Hofmeister 
auf Grund des Nachweises von Beziehungen zwischen Cystin 
und Taurin widerlegte. Auch Serin geht sowohl beim Kochen 
mit Siuren wie mit Alkali in Brenztraubensiure oder deren 
Derivate iiber. Neuerdings ist es uns ja aus der Muskelchemie 
canz geliufig, daB «,?-disubstituierte Substanzen derartige Ver- 
schiebungen ihrer einzelnen Oxydationsstufen aufweisen: Wir 
wissen, daB phosphorylierte Glycerinsiure in Phosphobrenztrauben- 
siiure iibergeht. Das ist im Prinzip das gleiche; und es ist hier 
vielleicht interessant, daB auch das Serin im Casein als Phos- 
phorsiureester aufgefunden ist. Ks legt den Gedanken an direkte 
Beziehungen nahe. — Wenn also diese Substanzen derartig zer- 
setzlich sind, so ist wohl damit zu rechnen, da noch andere 
Oxyaminosiiuren im KiweiB vorkommen, die nur noch nicht isoliert 
worden sind!), Bekanntlich besteht immer noch ein grofes Defizit 
fiir manche Eiweife zwischen der Summe ihrer Spaltungsprodukte 
und dem Ausgangsmaterial. Felix hat gezeigt, daB dieses Defizit 
in bestimmten Fallen fiir Sauerstoff gréBer ist, als den einfachen 
Aminosiuren entspricht, da also wohl Oxyaminosiuren an- 
zunehmen sind’), Schryver hat angegeben, Oxyaminovalerian- 
siure und Oxyaminobuttersiure gefunden zu haben. Indessen 
waren seine Belege wenig iiberzeugend. Abderhalden hat die 
Substanzen synthetisch hergestellt und dabei ginzlich andere 
Kigenschaften gefunden. Auch hier ist allerdings darauf hin- 
zuweisen, daf diese Kérper mit zwei asymmetrischen C-Atomen 
in 4 Isomeren vorkommen, da8 Vergleiche also Schwierigkeiten 
bereiten. Annehmen diirfen wir aber auf jeden Fall die Existenz 


1) Als wir diese Anschauung auf der Tagung siidwestdeutscher 
Chemiedozenten in Basel vortrugen, wurde ein wichtiger neuer Befund 
von W. Rose und Mitarbeitern in Urbana mitgeteilt, der inzwischen im 
Dezemberheft des J. of Biol. Chem. 112, 283 erschienen ist. Er fand die 
6-Oxy-a-aminobuttersiure und stellte fest, daB diese fiir Wachstumszwecke 
gréBte Bedeutung hat. Damit ist mindestens ein Teil der Differenzen auf- 
geklirt, die bisher zwischen den Fiitterungsversuchen mit Siurespaltungs- 
gemischen der EiweiBkérper und fermentativ gespaltenem Material bestand. 

2) Man kann in diesem Zusammenhang ferner daran erinnern, daf 
Skraup und spiter Fischer und Abderhalden eine Diamino-trioxydo- 
decansiiure beschrieben haben, in der das Verhiltnis Stickstoff zu Sauer- 
stoff N,:O,; ist. Wenn auch Emil Fischer in einem kaum beachteten 
Zusammenhang die Existenz dieser Substanzen selbst nicht aufrecht er- 
halten hat, so war doch nach seinen Analysen hier mehr Sauerstoff vor- 
handen, als einem Gemisch einfacher Aminosiiuren entsprach. 
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Oxyglutaminsaéure, wenn man sie in der bei der KiweiBhydrolyse 
iiblichen Weise mit stirkeren Mineralsiuren kocht, Ammoniak 
abspaltet, und daB «-Ketoglutarsiure als 2,4-Dinitropheny)- 
hydrazon gewonnen werden kann in etwa 75°/, Ausbeute, be- 
zogen auf dieses Ammoniak. Das ist bei der Léislichkeit des 


Hydrazons viel. Zersetzt man, wie Dakin das auch zeitweiligf 


getan hat, mit 30°/, H,SO, bei 135°, so wird bei der reinen 


Oxyaminosaure der N quantitativ als NH, abgespalten, es bleibtf 


also von dem Ausgangsmaterial gar nichts erhalten. Das ist 


vermutlich der Grund fiir die negativen Ergebnisse mancher, dic} 


dieses Spaltprodukt vergebens gesucht haben. 


Es erhebt sich nun die Frage, ob diese Oxyaminosiuren f 


wirklich primiire, priformierte EiweiBbestandteile sind, oder ob 
sie etwa durch Oxydation der einfachen Aminosiuren sekundir 


gebildet wurden. Nach den ersten Feststellungen iiber den Fett- 


siiureabbau hitte man bei unmittelbarer Ubertragung der dort 
gefundenen Ergebnisse annehmen kénnen, daB auch die Amino- 
siuren zunichst #-Oxyaminosiiuren bilden kénnten. Indessen 


war schon gezeigt worden, daB bei einer a-Substitution die Oxy-f 


dation am e-Kohlenstoff angreift. Danach erschien schon eine 
direkte Ubertragung der Befunde von den Fettsiuren auf e-Amino- 
siuren unangebracht. Demgemif konnte Neubauer unter Ver- 
wendung unseres Kunstgrifis, w-phenylsubstituierte Substanzen 
zu verfiittern, am Beispiel der Phenylaminoessigsiure zeigen, daf 
aus «-Aminosduren zunichst e-Ketonsiure unter oxydativer Des- 
aminierung gebildet wird. Aber sein Versuchsmaterial war wenig 
glicklich gewahlt. Denn eine Ubertragung auf die natiirlichen 
Aminosiuren hatte schon deshalb nichts zwingendes, weil eine 
6-Oxydation oder die Bildung e@,f-ungesittigter Substanzen von 
vornherein ausgeschlossen war. Auch die unmittelbare Nachbar- 
schaft des Benzolkerns neben der typischen @-Aminogruppe gab 
zu Bedenken Anla8'). Tatsiichlich liefert die Phenylaminoessig- 
siure auch als Hauptprodukt iiber die Phenylglyoxylsiure Mandel- 
siure und nicht, wie wir es jetzt annehmen sollten, Benzoesiure. 
Diese entsteht vielmehr nur in kleiner Ausbeute. Die Bildung 





') Neubauer selbst hat in seiner Veréffentlichung (Habilitations- 
schrift, S. 33) die Verallgemeinerung seiner Ergebnisse aus den gleichen 
Griinden, die hier angefiihrt sind, fiir unberechtigt erklirt. 






































weiterer Oxyaminosiuren, ihre auferordentliche Zersetzlichkeitf 
bietet ja hinreichend Erklirung dafiir, daB man sie nicht regel.f 
maBig auffand. — Wir haben inzwischen festgestellt, daB dich 
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von Mandelsiiure aus Phenylaminoessigsiure aber ist ein endo- 
'thermer ProzeB, der als allgemeinere, normale Abbaureaktion von 


Wir hatten 


héhere Homologon des natiirlichen Alanins, weil ein solches den 
physiologischen Bedingungen besser entsprach und eine Uber- 
tragung der Ergebnisse auf aliphatische Produkte eher erlaubte. 
Aber Neubauer war uns mit der Verfiitterung seines miihelos 
kiuflichen Produkts zuvorgekommen, und er hat tatsichlich in 
allen seinen Feststellungen das Richtige getroffen. Auch wir 
fanden die Bildung von Ketonsiure und ihren Derivaten und 
diskutierten als intermediire Zwischenprodukte eine «-Oxy- 
a-aminosiure nach Art der Aldehydammoniake oder eine «-Imino- 
siure in Formeln, die spiter auch Neubauer tibernommen hat. 
Die Iminosiurebildung wurde schlieBlich durch die Wielandsche 


| Dehydrierungstheorie das Wahrscheinlichere. Die von Wieland 


in vitro gefundene Bildung von Aldehyden, die tiber die Imine 
anzunehmen war, gilt fiir den Tierkérper nicht, da hier zu oft 
die Bildung von Ketonsiuren und deren Derivaten nachgewiesen 
ist. Ein wirklicher Nachweis fiir die Bildung der Iminosiuren 
liegt, wenn man Reversibilitit dieser Reaktion annehmen wiill, 
in der Synthese, die zuerst im Tierkérper nachgewiesen wurde 


und spiiter in vitro gelang, und zwar auch mit primiren, nie 


aber mit sekundiren Aminen. Diese kénnten wohl e-Oxy-a-amino- 
siuren, nie aber Iminosiuren bilden. Wenn also sekundire Amine 
mit Ketonsiiuren und Wasserstoff nicht reagieren und tertiiire 
Aminosiuren ohne Wasserstoffatom am Stickstoff im Tierkérper 
nicht abgebaut werden, so scheiden «-Oxy-a-Aminosiuren nach 
Art der Aldehydammoniake aus, und die Annahme einer inter- 
mediiren Entstehung von Iminosiuren bleibt die einfachste Er- 
klarung fiir alle diese Vorginge. 

Obwohl nun diese Auffassung allgemein angenommen zu 
sein scheint, haben doch in letzter Zeit zwei namhafte Forscher 
auf diesem Gebiet neuerdings die Méglichkeit der intermediiren 
Bildung einer @,f-ungesittigten Aminosiure diskutiert und zwar 
unabhingig voneinander einerseits Dakin’), andererseits Max 
Bergmann’) Bergmann hatte beobachtet, daB bei der Bildung 
von Diketopiperazin aus Serin diese Oxysiure Wasser abspaltet und 


1) J. of Biol. Chem. 67, 341 (1926). 
2) Diese Z. 146, 247 (1925); 187, 187 (1930). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIX. 
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so eine Aminoacrylsdure zu bilden vermag, die er allerdings nicht 
in freiem Zustande isoliert hat. Ebenso ist aus den Erlen- 
meyerschen Arbeiten bekannt, daf eine e-Aminozimtsiure als 
Acetylderivat dargestellt werden kann. Sobald man aber ver- 
sucht, etwa das Diketopiperazin aufzuspalten oder die Acetyl- 
aminozimtsaure zu verseifen, so erhalt man nicht eine ungesittigte 
Aminosaure, sondern die entsprechende Ketonsaure. Dieser Sprung 
der Doppelbindung unter Abspaltung von Ammoniak fiihrt also 
in zweiter Phase zu den gleichen Ketonsiuren, die nach der bis- 
herigen Auffassung iiber die Iminosiuren entstehen. Es fragt 
sich demnach, ob diese Vorstellungen einen Vorteil bieten. Mir 
scheint das nicht der Fall zu sein. Denn in letzter Linie handelt 
es sich bei dem Verhiltnis dieser beiden Substanzen ja um nichts 
anderes wie eine Art Keto—Enoltautomerie, nur dab hier der 
Sauerstoff durch die Iminogruppe ersetzt ist. Was soll durch 
diese Modifikation der bisherigen Vorstellungen gewonnen werden!)? 





Nur in einer Richtung erscheinen diese Uberlegungen be- 
deutungsvoll: Wenn nimlich eine solche a,f-ungesittigte «-Amino- 
siure wirklich gebildet wiirde, so kénnte diese nach den gleichen 
Anschauungen, die jetzt fiir die Fettsiuren gelten, Wasser so 
anlagern, da aus dieser ungesiittigten Siure eine 6-Oxy-a-amino- 
siure entstiinde. Damit wire dann eine véllige Analogie zu dem 
Fettsiureabbau geschaffen worden, fiir den wir ja nach der 
Dehydrierungstheorie die intermediiire Bildung von a,f-un- 
gesittigten Saéuren wohl auch anzunehmen haben. Sicher ist 
auch das noch keineswegs, denn die Bildung von Fumarsiure 
sowohl wie von Zimtsiéure, die jeweils sichergestellt ist, kann hier 
nichts beweisen, da die entstehende Doppelbindung mit zwei 
benachbarten Doppelbindungen konjugiert ist. Eine Ubertragung 
auf die Fettsiuren ware demgemif nicht zwingend, so wahr- 
scheinlich sie aus anderen Griinden erscheinen mag. 


Wenn diese Hypothese von Dakin und Bergmann richtig 
ware, so hatten wir durchaus mit der Méglichkeit zu rechnen, 
daB die #-Oxyaminosiiuren sekundire Produkte wiren, auf dem 
gleichen Wege gebildet wie die einfachen f#-Oxysiuren aus den 
Fettsiuren. Wir haben eine solche Méglichkeit fir die Glutamin- 
siure selber vor 20 Jahren schon einmal diskutiert, allerdings 
fiir einen besonders gelagerten Fall. Wenn man sich nimlich 


’) Dakin beurteilt seine Theorie selbst mit den Worten: ,,must be 
regarded at present as nothing more than a somewhat plausible hypothesis.“ 
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vorstellt, daB im Verbande der Glycylbindungen im EiweiBmolekiil 
das fette Carboxyl der Glutaminsaiure in Form einer Propion- 
siure aus der Kette der Aminosiuren herausragt, und wenn man 
die Frage diskutieren wollte, ob so auch an dem intakten Molekiil 
der EiweiBkérper eine Oxydation stattfinden kénnte, so bestiinde 
die Méglichkeit, daB hier die Propionsiurekette der Glutamin- 
siiure zu einer 6-Oxyglutaminsaure oder der entsprechenden Keton- 
siure oxydiert wiirde. 2 Jahre nach unserer Publikation hat 
dann Dakin die #-Oxyglutaminsdéure entdeckt und beschrieben. 
Nimmt man an, dab auch die Ketonsiure entstiinde, und diese 
als #-Ketosiiure Kohlendioxyd abspaltete, so kénnte man durch 
darauffolgende Hydrierung der Ketongruppe auch die Bildung 
von einer #-Oxy-a-aminobuttersiure erkliren. Und auch die 
Existenz dieser Substanz ist ja wiederholt behauptet worden’). 
Ebenso sei auf die Beziehung zum Carnitin bei Abspaltung des 
anderen Carboxyls hingewiesen! — GréBere Schwierigkeiten wiirde 
allerdings solchen Vorstellungen die Oxydation einer herausragen- 
den Methylgruppe bereiten, wie sie bei dem Alanin im Verbande 
der Glycylbindungen anzunehmen wire. Ob man hier den Nach- 
weis einer Oxydation von Methylgruppen annehmen michte, wie 
sie von Verkade sowie von Flaschentriger in der w-Oxy- 
dation der Fettsiuren, vor ihnen am Toluol und anderen aroma- 
tischen Kohlenwasserstoffen nachgewiesen worden war, das er- 
scheint doch recht zweifelhaft. Denn im allgemeinen wird man 
iiberhaupt nicht sehr geneigt sein, eine Oxydation an einzelnen 
Gruppen groBer Molekiile wie den intakten KiweiBkérpern an- 
zunehmen. Bisher hat man wohl immer nur iber Oxydationen 
an Abbauprodukten Befunde erhoben, an Hand der Endspaltungs- 
produkte, also der Zucker oder hier der Aminosiuren. Uber die 
Angreifbarkeit der ganzen Molekiile wissen wir bisher nichts. 
Andererseits gibt es wohl kaum zwingende Griinde dagegen. 


Bei der Suche nach einem Weg, wie man diese Frage ent- 
scheiden kénne, kamen wir zu der Uberzeugung, daB eine Auf- 
klarung des Abbaues der Oxyaminosiiuren zugleich in dieses 
Problem Licht bringen kénne. Wenn nimlich die Oxyaminosiuren 
anders oxydiert werden, als die einfachen Aminosiuren, also wenn 
sie andere Abbauprodukte liefern, so kénnten sie nicht als Zwischen- 
produkte eines normalen Verbrennungsweges der Aminosiuren 
angesehen werden — dann ist ihre Selbstindigkeit, also die 


1) Vgl. oben Anm. 1, 8. 31. 
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Unabhiangigkeit von den einfachen Aminosiuren erwiesen — und 
damit wiire wohl die Annahme einer intermediiren Bildung von 
a, 6-ungesittigten Aminoséuren kaum mehr diskutierbar. Denn 
diese wiirden doch mit gréSter Wahrscheinlichkeit ebenso wie 
die #-Oxy-a-aminosiuren angegriffen werden. Wenn aber bei 
beiden der Abbau auf gleichem Wege erfolgte, briichte der ge- 
dachte Weg keine Klirung iiber die Méglichkeit solcher Zwischen- 
produkte. Hier begegnen sich also 2 Fragen. Und so lohnte es 
sich, dem Problem nachzugehen. Denn bei allen bisher be- 
schriebenen Oxyaminosiiuren befand sich die Hydroxylgruppe, 
wenn wir Hydroxyl am Kern hier aufSer acht lassen, in f-Stellung. 
Da scheint also eine dhnliche GesetzmaBigkeit vorzuliegen, wie 
fir die a-Stellung der Aminogruppe. So kommt der Fragestellung 
schon eine allgemeinere Bedeutung zu. 

Aber der Weg, hier vorwirts zu kommen, erwies sich als 
schwierig. Alle Versuche, an Hand der natiirlichen aliphatischen 
Substanzen durch Darreichung an den Gesamtorganismus Abbau- 
produkte zu fassen, erschienen nicht aussichtsvoller, als in allen 
friiheren Arbeiten iiber den intermediiren Stoffwechsel. Und so 
blieb es auch bei den Versuchen, mit Derivaten zum Ziele zu 
kommen. Wir haben z. B. die Aminogruppe der Oxyglutaminsiure 
blockiert und das Benzoylprodukt an Hunde verfiittert. Wenn 
Magnus-Levy mit der einfachen Glutaminsiure auf diese Weise 
kein Resultat erhielt, da er einen hohen Prozentsatz unverindert 
im Harn wiederfand, so schien die Oxyglutaminsiure eher einen 
Angriff zu erlauben. Aber die Hoffnung tiuschte. Ihr Benzoyl- 
produkt wurde ebenfalls groBenteils unverindert ausgeschieden. 
Aus dem Harn lie8 sich sonst nichts Einheitliches fassen. Bei 
Zufiihrung per os wurde die Resorption nicht verfolgt. 

Wir haben dann das Hydantoin der Saure hergestellt. Wenn 
dieses vom freien Carboxyl her eine weitere Oxydation an der 
Alkoholgruppe in £ erlitt, so wire mit der Bildung von Hydantoin- 
carbonsiure zu rechnen, deren cyclisches Ureid die Harnsiaure ist. 
Hier kénnten also nahe Beziehungen zur Puringruppe vorliegen. 
Und wir glauben, daB deswegen die §-Oxyglutaminsiure auch 
von dieser Seite Interesse finden sollte. Die Verfiitterung beim 
Hunde ergab indessen, daB auch hier eine so groBe Menge un- 
verindert im Harn erschien, dai eine weitere Suche nach Harn- 
siurederivaten, beim Hunde z. B. nach Allantoin, aussichtslos er- 
schien. Wir haben die Substanz dem Kollegen Schuler in Erlangen 
zugeschickt, der mit seiner Methode die Harnsiurebildung bei 
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Végeln mit Hilfe von Leber- und Nierenschnitten verfolgt hat. 
Aber auch die Hoffnung, daB hier das Hydantoin der Oxyglutamin- 
siure eine ,,Vorstufe“ der Harnsiiure bilden kénne, schlug fehl. 
Seine Befunde entsprachen nicht der Erwartung. 

So haben wir an dieser aliphatischen Aminoséure keine Er- 
gebnisse erzielen kénnen, die Aufklarung gebracht hitten. Wir 
haben uns deshalb der gleichen Methode zugewandt, die im Fett- 
siureabbau Klirung gebracht hat, und haben uns w-phenyl-sub- 
stituierte $-Oxy-w-aminosdiuren dargestellt, Es hat allerhand 
Schwierigkeiten, aber auch manches synthetisch Interessante ge- 
geben, was aus dem experimentellen Teil zu ersehen ist. Schlieb- 
lich ist es uns aber gelungen, sowohl die w-Phenyl-f-oxy-a-amino- 
buttersiure wie die homologe Valeriansiure darzustellen. Der 
Abbau der einfachen y-Phenylaminobuttersiure ist ja bekannt. 
Uber die Imino- und Ketobuttersiiure und weiter die Phenyl- 
propionsiiure erscheint im Harn Benzoesiure als Hippursaure, 
keine Phenazetursiure. Es hat sich ja aus diesen Tatsachen ab- 
leiten lassen, daB die Aminosiiuren nach oxydativer Desaminierung 
iiber die na&chst. niedrigeren Fettsiuren nach dem Prinzip des 
Fettsiureabbaus weiter verbrannt werden. Wiirde der Abbau der 
Aminosiiuren nicht nach diesem Schema, sondern nach Dakin 
und Bergmann unter Bildung einer «,f-ungesittigten Amino- 
siure vor sich gehen, die dann H,O anlagerte, so miiBten die 
8-Oxy-c-aminosduren die gleichen Oxydationsprodukte liefern wie 
die nicht hydroxylierten Aminosiuren. — Hier hat sich aber ein 
prinzipieller Unterschied beider ergeben: Die Phenyloxyamino- 
buttersiure lieferte ausschlieBlich Phenylessigsiure, von der bei 
der Fiitterung der nicht hydroxylierten Aminosiure nichts ge- 
funden wurde. 

Der Abbau der £-Oxyaminosiuren erfolgt also nicht nach dem 
Schema der einfachen Aminosiuren, sondern nach dem der Fett- 
siuren; und das zwingt zu dem SchluB, daB sie nicht normale Zwischen- 
produkte der Aminosiureverbrennung sein kénnen: Fettsiuren und 
einfache Aminosduren verhalten sich prinzipiell verschieden. Auch 
von den anderen Produkten, die bei der Verfiitterung der Phenyl- 
aminobuttersiure gefaBt waren, nimlich einer a-Acetylaminosiure 
und einer a@-Oxysiure wurde nichts beobachtet, so daB etwa mit 
einer intermediiren Abspaltung von Wasser und Hydrierung der 
ungesiittigten Siure, die beide durchaus im Bereich physiologischer 
Méglichkeiten gelegen hitten, nicht gerechnet werden kann. Jene 
eigenartige Acetylierung hat bisher nur eine Analogie gefunden 
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bei der entsprechenden Aminoessigsiure und an dem Acetylcystein 
der Mercaptursiure. Hier zeigte sich nichts Derartiges. Ob die 
gefundene #-Oxydation zur Absprengung von 1 Molekiil intakten 
Glykokolls fiihrt, konnte auf diesem Wege natiirlich nicht fest- 
gestellt werden. Diese Méglichkeit kommt aber als eine weitere 
Quelle der Glykokoilbildung aus Oxyaminosiiuren im Tierkérper 
durchaus in Frage. Hieriiber sollen noch in vitro Versuche an- 
gestellt werden. — Ganz das gleiche Ergebnis lieB sich an der Homo- 
logen w-Phenyl-a-amino-f-oxyvaleriansiure erzielen. In Analogie 
zu den vorstehenden Versuchen mit der um 1 C-Atom Armeren 
Saiure miiBte hier durch f-Oxydation iiber Phenylpropionsiiure 
ausschlieBlich Benzoesdéure gebildet werden, aber keine Phenyl- 
essigsiure. Das war in der Tat der Fall. Es fand sich nur Hippur- 
siure. Phenacetursiure konnte nicht gefaBt werden; und die Er- 
gebnisse dieser beiden homologen Substanzen scheinen uns die 


entwickelten Vorstellungen einheitlich zu bestitigen. Ich darf 


darauf hinweisen, daB schon vor vielen Jahren die Verfiitterung 
von Phenylserin in unseren Versuchen, sowie in den Hiinden von 
Dakin selbst gezeigt hat, daB sich Phenylserin ganz anders ver- 
halt wie Phenylalanin. Wéahrend letzteres quantitativ aufoxydiert 
wird, liefert Phenylserin besonders hohe Ausbeuten an Hippursiure. 
Schon das hatte die theoretischen Erwigungen von Dakin und 
Bergmann erschiittern kénnen. Indessen ist das besondere Ver- 
halten des Phenylalanins etwas, was zur Vorsicht zwingt. Phenyl- 
serin war deshalb kein einwandfreies Paradigma, das ebensowenig 
wie die an sich sehr schénen Versuche Neubauers an der Phenyl- 
aminoessigsiure etwas beweisen konnte gegeniiber den hier ent- 
wickelten Anschauungen von Dakin und M. Bergmann. Die 
vorstehenden Untersuchungen aber fiillen diese Liicke aus und 
ergeben, da die Oxyaminosiuren nicht als intermediire Zwischen- 
produkte beim Abbau der einfachen Aminosiuren aufgefabt 
werden kénnen. 


Natiirlich kann man auch hier den Einwand machen, da’ die Sub- 
stitution der Phenylgruppe abnorme Verhiiltnisse schaffe, die einen SchluB 
auf die aliphatischen Homologen nur mit Vorbehalt gestatten. Dagegen 
li8t sich nichts Definitives sagen. Da aber die Regeln tiber den Abbau 
der einfachen Aminosiuren sowie den der Fettsiiuren ebenfalls an aroma- 
tischen Kérpern gefunden sind und ihre Giiltigkeit fiir die aliphatische 
Reihe dennoch vielfach erwiesen ist, so darf man fiir die Oxyaminosiuren 
wohl mit einem gewissen Recht das gleiche annehmen. 


Wir haben seinerzeit darauf hingewiesen, daB ein inter- 
medidres Produkt des Aminosiurenabbaus, nimlich die Phase der 
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Iminosiure als Wasserstoffacceptor dienen kann. Demgegeniiber 
haben wir festgestellt, daB die erste Oxydationsstufe der Oxyamino- 
siuren, die zwar nicht gefaBt, aber nach den obigen Resultaten 
doch wohl als #-Keto-a-aminosiure aufzufassen ist, ein sehr hohes 
Redoxpotential aufweist, also als Wasserstoffdonator aufzufassen 
ist. Bei der Synthese dieser Oxyaminosiuren hat sich schon 
Harington die Tatsache ergeben, daB, wihrend die Isonitroso- 
sruppe leicht hydrierbar ist, die Ketongruppe nur unter schwersten 
Bedingungen mit neuem Platinkatalysator unter Hisenzusatz zu 
hydrieren ist. Schon das konnte die Frage aufwerfen, ob diese 
Phase vielleicht besonders leicht Wasserstoff abzugeben vermag, 
also labil in Richtung einer schnellen Oxydierbarkeit ist. Dr. Martius 
hat in unserem Institut nun die Beobachtung gemacht, daB eine 
canze Anzahl Farbstoffe leicht und schnell in die Leukobasen 
iibergefiihrt werden kénnen, wenn man /-Keto-a-aminosiureester 
auf sie einwirken liBt, und daB das Redoxpotential dieser Phasen 
erheblich gréBer ist als z. B. das der Ascorbinsiure. Wir glauben, 
daB, wenn hier im Verlauf des normalen Abbaus intermediare 
Substanzen mit so hohen Potentialen gebildet werden, das nicht 
ohne Bedeutung fiir den ganzen intermediiiren Stoffwechsel sein 
kann. Solche Kérper werden eben oxydiert werden kénnen, auch 
wenn gar kein Sauerstoff zugegen ist und irgendwelche von den 
zahlreichen leicht hydrierbaren Substanzen des intermediiren 
Stoffwechsels mit ihnen in Reaktion treten. Diese werden dann 
reduziert, wihrend die Ketoaminosiure zerfillt. Wir glauben, dab 
dadurch die Beobachtungen iiber den andersartigen Abbau der 
Oxyaminosiuren ein erhéhtes Interesse erwecken kénnen, da so 
den Oxyaminosiuren besondere Funktionen zukommen kénnten, 
die anderen Eiweifspaltstiicken fehlen. Die sehr interessanten 
Beobachtungen von der Bedeutung der Oxyaminobuttersiure, die 
Rose publiziert hat, sind vielleicht auf solche EKigenschaften 
zurickzufiihren. 

Wir méchten auf die Tatsache, da8 normale Zwischenprodukte 
des oxydativen Abbaus nachweislich in der verschiedensten Form 
als Wasserstoffacceptoren auftreten kénnen, in anderem Zusammen- 
hang hinweisen, da diese Rolle bestimmter Phasen des inter- 
mediiiren Stoffwechsels bei den allgemeinen Betrachtungen, die 
jetzt so vielfach iiber dieses Gebiet angestellt werden, ganz un- 
geniigende Beachtung finden. Untersuchungen, die sich auf diese 
Beobachtungen an Ketoaminosiuren beziehen, bitten wir vorerst 
uns zu tiberlassen. 
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Uber die Synthese der Oxyaminosiuren hat sich einiges von 
allgemeinerem Interesse feststellen lassen. Wenn man Phenyl- 
serin durch Aldolkondensation von Benzaldehyd und Glykokoll 
in NaOH leicht gewinnen kann, weil alsbald das Natriumsalz einer 
Benzalverbindung auskrystallisiert, so scheidet die Mischung mit 
Phenylacetaldehyd unter genau den gleichen Bedingungen nichts 
ab. Eine Anlagerung von HOC! an eine «,f-ungesiattigte Siure 
fihrt bei Zimtsiure zu C,H,CHOH-CHCl-COOH. Aber bei dem 
Ersatz von Cl durch NH, mit NH, erhalt man ein Gemisch von 
iiberwiegend a-Oxy-f-aminosiure, vermutlich iiber eine Glycid- 
siiure (Athylenoxyd). Da die Phenyl-c,-butensiiure schwer zu haben 
ist und sich leicht in die f,y-ungesittigte Saure umlagert, kam eine 
solche Reaktion hier nicht in Frage. Aber fiir die entsprechende 
Pentensiure fihrt dieser Weg zum Ziel, wenn man statt NH, auf 
den Ester NaN, einwirken laBt und dann hydriert. Als wir so die 
Substanz erhalten hatten, zeigte sich, daB in diesem Fall NH, vor- 
wiegend dasselbe Produkt liefert. Es galt aber den Beweis zu fiihren, 
da wirklich ein Serin und kein Isoserin vorlag. Das gelang dadurch, 
dab Dr. Hecksteden die Criegeesche Bleitetraacetatmethode auf 
die N-benzoylierte Sdure anwandte. OH oder NH neben einander 
oder neben Carboxyl sollen nach Criegee positiv reagieren. Wir 
fanden, daB die Regel in dieser Allgemeinheit nicht gilt — acyliert 
man die NH,-Gruppe, so liegt zwar auch NH vor, aber dann wird 
kein Tetraacetat verbraucht. Darnach miiBte also ein N-benzoy- 
liertes Serin negativ, ein entsprechendes Isoserin positiv reagieren. 
Das haben wir an dem einfachen Serin und dem entsprechenden 
synthetisch gewonnenen Isoserin festgestellt. Tatsichlich verhielt 
sich unsere benzoylierte Phenyloxyaminosiure wie ein Serin. Damit 
war die Konstitution gesichert’), 

Die Darstellung der homologen Phenyloxyaminobuttersiure 
gelang im Prinzip nach der Methode, die Harington?) fiir die 
Oxyglutaminsaure ausgearbeitet hat: Wir stellten uns den Phenyl- 
acetessigester dar, der erst kiirzlich in richtiger*) Zusammensetzung 
gewonnen worden ist, und hitten diesen nun mit Nitrosylchlorid 
behandeln und reduzieren miissen. Da aber die [sonitrosoverbin- 


1) Auf der Tagung der siidwestdeutschen Chemiedozenten in Basel im 
Dezember teilte Criegee mit, daB er bereits die gleiche Einschrinkung 
seiner Formulierung festgestellt habe. 

*) Harington u. Randall, Biochemic. J. 26, 1917 (1931). 

5) Sonn u. Litten, Ber. chem. Ges. 66, 1512 (1933). Die ilteren 
Angaben sind falsch. 
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dungen nicht krystallinisch faBbar sind, so kuppelten wir nach 
einem Vorschlag von Dr. Koschara mit Diazobenzolchlorid und 
erhielten einen prichtig krystallisierten Azokérper, der nun nach 
Harington in 2 Phasen hydriert werden konnte. Diese Kon- 
trollierbarkeit der Zwischenstufen erscheint uns ein Gewinn, der 
sich vielleicht zu allgemeinerer Anwendung empfiehlt. 


Versucehsteil. 


y-Phenyl-é-Oxy-c-aminobuttersaure. y-Phenylacetessigester wurde 
nach Sonn und Litten tiber «-Phenacetyl-acetessigester durch Abspaltung 
von KEssigsiure mittels Ammoniak gewonnen. 20g davon wurden in 400 ccm 
Alkohol mit frisch bereitetem Diazobenzolchlorid und 16 g Natriumacetat 
in 50 cem H,O versetzt, 15 Minuten turbiniert und in 2 Liter Wasser ge- 
gossen. Ks scheidet sich ein rotes Ol ab, das iiber Nacht im Eisschrank 
erstarrt. Es wird dekantiert und in 150 cem Methanol aufgenommen: Im 
Eis scheidet sich 12 g Hydrazon in derben gelben Krystallen aus. Um- 
krystallisation aus Athanol bis Schmelzp. 67°. Mutterlauge, im Vakuum 
eingeengt, in Ather aufgenommen und mit n-NaOH ausgeschiittelt, liefert 
weitere 3 g Ester vom Schmelzp. 683—65°. 
CygHg03Ny 

Ber. C 69,64 H 5,85 N 9,03 

Gef. ,, 69,52 ,, 5,91  ,, 9,17 (Dumas. Kjeldahl hier unbrauchbar). 


Zur Hydrierung werden 5 g in 150 cem 5°/,iger absolut-alkoholischer 
HCl mit 1,5 g Pd-Kohle-Katalysator und Wasserstofi geschiittelt. Die 
theoretische Menge von 2 Mol H, = 725 ccm ist nach 45 Minuten auf- 
genommen. Aus dem Alkohol krystallisiert der salzsaure Aminoketonester 
—neben Anilinchlorid —. Ohne Trennung wird das Krystallisat in Wasser 
gelést, wobei etwas gelbes Ol zuriickbleibt, und erneut mit dem abfiltrierten 
Katalysator gemischt, dazu aber 2,5 cem einer Lisung von 10°/, PtCl, + 
0,5°/, FeCl, gegeben und mit H, geschiittelt. Die Wasserstoffaufnahme ist 
nach 1 Stunde beendet, der Katalysator wird abgesaugt und mit H,O aus- 
gekocht, das Gesamtfiltrat auf 100 ccm gebracht und mit 15 ccm kon- 
zentrierter HCl 90 Minuten auf dem Wasserbad verseift, im Vakuum ein- 
geengt, bis Krystallisation einsetzt, und iiber NaOH im Vakuum getrocknet. 
Der Krystallisationsriickstand wird mit Ag,CO, von HCl, die neutralisierte 
Losung von Anilin durch Ather befreit. Aus der wiBrigen Lésung krystalli- 
siert im Vakuum 1,2 g Oxyaminosiure vom Zersetzungsp. 255°. Umkrystalli- 
sation aus H,O bis Zersetzungsp. 259°. 

C,,H,,;0,N (195,1) Ber. C 61,50 H 6,72 N 7,18 
Gef. ,, 61,61 ,, 6,80 ,, 7,51. 

Im Maximum werden 1,5 g gewonnen = 48°/, d. Th. aus dem Hydrazon. 
Als Nebenprodukt krystallisierte wiederholt eine Base vom Schmelzp. 75 
bis 76°, deren Analyse auf ein 2,5-Dibenzyl-3,6-dihydropyrazin stimmte: 


po + H,JN— —CH 
\CH,—N(H, + 07% 
Diese Genese liegt nahe. — Die Substanz wurde aber nicht weiter untersucht. 


C,H,+CH,-C@ C—CH,-C,H, 
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Als Derivat wurde in 2,5°/,iger NaOH das Monobenzoylprodukt dar- 
gestellt, das aus Aceton bei 181° sich zersetzt. 


Ber. N 4,68 Gef. N 4,69. 


5-Phenyl-f-oxy-«-aminovaleriansdéure. In Anlehnung an eine 
Methode von Kuhn und Hoscher (Synthese von Octatriensiiure) wurde 
zur Darstellung von 6-Phenylpentensiure Malonsiure mit Hydrozimtaldehyd 
bei 90° durch Pyridin kondensiert, das Gemisch kurz zum Sieden gebracht 
und mit HCl ausgefallt. Das Krystallisat wird mit Filtrierpapier von an- 
haftendem Ol befreit, vorsichtig mit kaltem Benzin gewaschen und aus 
Aceton umkrystallisiert. Schmelzp. 103—104°. — In die auf 4° abgekiihlte 
Sodalésung wird unter Schiitteln 1 Mol Brom eingetropft, event. mit Bisulfit 
entfirbt, kurz mit Ather geschiittelt und angesiuert. Es wird 5mal aus- 
geiithert und aus dem getrockneten Ather mit viel Benzin gefallt: Die 
Phenylbromoxyvaleriansiure fillt aus in kleinen Blattchen, aus Chloro- 
form umgelést vom Schmelzp. 94—95°. 


C,,H,,0,Br Ber. C 48,35 H 4,80 Br 29,27 
Gef. ,, 48,19, 48,38  ,, 4,78, 4,89  ,, 28,82. 


Mit Alkohol und H,SO, werden aus 27 g roher Siure 17 g Ester ge. 
wonnen, der bei 0,5 mm zwischen 157 und 163° iibergeht. 


Ber. Br 26,55 Gef. Br 26,45. 


Zu 25,1 g Bromoxysiureester in 120cem Alkohol werden 8 g 
NaN,, dann in der Wirme 21 ccm Wasser zugegeben, bis gerade Lésung 
eintritt, 16 Stunden am Riickflu8 gekocht, auf Eis gegossen, mit Wasser 
versetzt und ausgeiithert: 17,2 g¢ trocknes Ol, das mit konzentrierter H,SO, 
oder SnCl, + HCl viel N, entwickelt. 

Br negativ. Im Hochvakuum Zersetzung bei 100°. 

Der Phenylazido-oxyvaleriansiureester wird roh in Alkohol mit 1 Teil 
n-NaOH 16 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Der getrocknete 
Atherextrakt der angesiuerten Lésung liefert ein hellbraunes Ol, das starke 
Azidoreaktion liefert und roh weiter verarbeitet wird. 17,25 g dieser rohen 
Phenylazido-oxyvaleriansiure wird in trocknem Essigester mit Platinoxyd 
(Siebert) unter éfterer Entliiftung mit Wasserstoff geschiittelt. Die aus- 
gefallenen 5,2 g werden abgesaugt, getrocknet, in HCl gelést, vom Pt ab- 
zentrifugiert und mit Na-Acetat versetzt: 3,5 g Aminosiure vom Zersetzungs- 
punkt 246° Umfillen aus HCl + Na-Acetat. 


C,,H,;O,N (209,1) Ber. C 63,14 H 7,23 N 6,69 
Gef. ,, 62,46, 62,70 ,, 7,44, 7,44 ,, 7,01, 7,06. 


Mol.-Gew. Ber. 209,1 Gef. 206,4. van Slyke liefert die ber. Menge N,. 


Benzoylprodukt in 4n-NaOH dargestellt. Unter Ather wird 
mit H,SO, kongosauer gemacht. Dabei fallen sofort Krystalle aus, die an 
der Grenzschicht zwischen Ather und Wasser hingen bleiben. Aus Aceton 
umkrystallisiert. Zersetzungsp. 196°. 

C,.H,.0,N Ber. C 68,98 H 6,11 N 4,47 
Gef. ,, 68,7, 68,7 ,, 6,17, 6,36  ,, 4,66, 4,59. 


Oxyglutaminsiiure wurde nach Harington und Sydney ge- 
wonnen. 



















kt dar- 


n eine 
wurde 
Idehyd 
bracht 
on an- 
id aus 
kiihlte 
sisulfit 
I aus- 
: Die 
hloro- 


Be- 








Uber Oxyaminosiuren und ihren Abbau im Tierkérper. 43 


Das Benzoylprodukt wurde mit MgO dargestellt und aus Aceton 
und Ligroin umkrystallisiert. Schmelzp. 175—176°. Ausbeute 45°/, d.Th. 


Ber. N 5,25 Gef. N 5,24 van Slyke negativ. 


Hydantoin. 7g Chlorid wurden mit 4 g frischem CNOK versetzt, 
mit starker Natronlauge neutralisiert und 1 Stunde auf dem Wasserbad 
erhitzt. Hierauf kongosauer gemacht und weiter 7 ccm konzentrierte HCl 
zugefiigt, 3 Stunden im bedeckten Erlenmeyer auf siedendem Wasserbad 
erhitzt. Im Vakuum zur Trockne gebracht und Riickstand mit absolutem 
Alkohol kochend heiB extrahiert. Die alkoholischen Extrakte unter Wasser- 
zusatz bei vermindertem Druck weitgehend eingeengt und zur Krystallisation 
abgekiihlt. Erhalten 5,5 g Rohprodukt, das nochmals aus Wasser um- 
krystallisiert wurde. Schmelzp. 191—193°. 


C,H,N,0, Ber. N 14,90 Gef. N 15,17, 14,91. 


Zersetzung von Oxyglutaminsaure durch Kochen mit Saure. 
a) 1 g Oxyglutaminsiurehydrochlorid wird in 10 cem HCl (1:1) gelést und 
in einem Rohr eingeschmolzen 10 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt. 
icem der schwach gelblichen Lésung wurde im Mikrokjeldahlapparat mit 
Lauge destilliert. Das itbergehende Ammoniak verbrauchte 5 cem n/100-HCI 
(Blindversuch kein Ammoniak), d. h. 10°/, des Stickstoffs waren als Ammoniak 
abgespalten worden. Weitere 7 ccm wurden mit einer Lésung von salz- 
saurem 2,4-Dinitrophenylhydrazin versetzt, wobei sofort ein krystalliner, 
gelber Niederschlag dusfiel (erhalten 85mg aus 0,7 g Oxyglutaminsiure- 
hydrochlorid, d. h. 75°/,ige Ausbeute in bezug auf die zersetzte Oxyglutamin- 
siure). Das Hydrazon konnte aus Essigester—Petrolither umkrystallisiert 
werden, Zersetzungsp. 212°, vorher schwaches Sintern. Vergleichsmaterial 
aus a-Ketoglutarsiiure dargestellt ist identisch in Farbe, Krystallform, 
Lisungsfarbe in konzentrierter Schwefelsiure und Zersetzungsp. 213°. 


Hydrazon aus Oxyglutaminsdure: 


C,,H,,O.N, Ber. C 40,5 H 3,1 
Gef. ,, 40,9, 41,1 » 8,55, 3,5. 


b) Nach Dakin‘) wurde 1 g Oxyglutaminsiurehydrochlorid in 10 ccm 
80°/,iger H,SO, gelést und im Rohr eingeschmolzen 9 Stunden auf 135° 
erhitzt. Die Fliissigkeit war danach dunkel und hatte ein schwarzbraunes 
Ol abgeschieden. Durch Zusatz von Dinitrophenylhydrazin konnte nur in 
geringer Menge ein klebriger Niederschlag gewonnen werden. Die durch 
Destillation von 1 cem der Lisung mit NaOH erhaltene Menge Ammoniak 
entsprach 48,5 cem n/100-HCl = 97°/,ige Zersetzung. 

ce) Nach Gulland und Morris*) wurde 1 g Oxyglutaminsiurechlor- 
hydrat mit 25 cem 25°/,iger H,SO, unter RiickfluB gekocht. Die Destillation 
und Titration herausgenommener Proben ergab nach 16'/, stiindigem Kochen 
eine 12,5°/,ige Zersetzung der Oxyglutaminsiiure, nach 31'/, Stunden eine 
solehe von 22°/,. 


Konstitutionsermittlung von Oxyaminoséuren und Aminosauren 
durch Oxydation mit Bleitetraacetat. (W. Hecksteden.) a-Amino- 


1) Diese Z. 130, 159 (1923). 2) J. Amer. Chem. Soc. 1934, 1644. 
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siuren (II) und a@-Oxysiuren (I) reagieren in Hisessig (60—70° 
45—60 Minuten) mit Bleitetraacetat nach dem Prinzip der 
Criegeeschen Glykolspaltung'). Dabei wird CO, frei. 


CHOH HC—NH, HC—NH— 
I | I | Wi 
0=C—OH O0—C—OH 0—C—OH 


Ist die in @-Stellung stehende Amino- bzw. Oxygruppe acy- 
liert, so reagiert sie nicht mehr. Dieser Befund widerspricht 
den Angaben Criegees, der offenbar nur methylierte Amino- 
siuren untersuchte und daraus die zu weitgehende Folgerung 
zog, zur Reaktion mit Bleitetraacetat (BTA) geniige die Aton- 
gruppierung III. 

Darstellung des BTA nach Dimroth und Schweitzer’). Das 
rohe Produkt wird aus Eisessig (Eg) 99°/, Merck umgelést. Die Mutter- 
laugen werden nicht aufgearbeitet. Wesentlich ist, daB man zur Bereitung 
des BTA nur reinen Eg 99°/, Merck nimmt. Die gesittigte Lésung von 
BTA in Eg Merck indifferent (oder Eg 99°/,, mehrere Stunden mit Cr0, 
gekocht und abdestilliert) ist etwas stirker als n/10. Ihr Titer ist ziemlich 
konstant. 


Titerstellung der n/10-BTA-Losung. 1. Mit reinem Hydrochinon 
nach Schéberl). 

2. Mit Kaliumjodid und Thiosulfat: 5 cem n/10-BTA in Eg werden 
mit 20 cem KJ-Lésung [10 g KJ neutrale, 250 g Natriumacetat krystallisiert, 
500 cem H,O*)] versetzt. Nach 3 Minuten wird das gebildete Jod mit Thio- 
sulfat bestimmt. 


Oxydationen mit Bleitetraacetat (Mol.-Gew. 443,3). Die angegebene 
Menge Substanz wird in 10 cem Eg indifferent warm gelést, 20 ecm n/10-BTA 
zugegeben und 45 Minuten bei 65—75° gehalten, gekihlt, 20 cem oben- 
stehender KJ-Lésung zugegeben, 3 Minuten stehen gelassen und mit Thio- 
sulfat titriert. 20cem BTA verbrauchten selbst 11,3 cem n/10-Thiosulfat 
(f = 0,9525). 

1. Aminosiuren. a) Glykokoll. 67 und 45 mg Subst.: 0,7 und 
0,45 cem n/10-Thiosulfat (f = 0,9525). BTA also fast véllig verbraucht. 

b) Phenylalanin. 54 und 60 mg Subst.: 0,4 und 0,2 cem Thiosulfat. 
BTA also fast véllig verbraucht. 

ce) Phenyl-a-aminobuttersiure. 29 mg Subst.: 2,8 cem Thiosulfat. BTA 
also fast véllig verbraucht. 

2. Oxysiéuren. a) Milchsiure (puriss. Merck). 68 mg Subst.: 4,7 cc 
Thiosulfat. 

b) 8-Oxybuttersiiure (Kahlbaum). 69 und 84 mg Subst.: 11,2 und 
11,3 cem Thiosulfat. Substanz ist also nicht angegriffen. 

c) Mandelsiiure (Schmelzp. 117—119°). 43 mg Subst.: 5,70 cem Thio- 
sul fat. 


1) Ber. chem. Ges. 64, 260 (1931); Liebigs Ann. 507, 159 (1933). 
2) Ber. chem. Ges. 56, 1377 (1923). 

8) Vgl. Hecksteden, Philos. Diss., Wiirzburg 1931. 

*) Criegee, Ber. chem. Ges. 64, 265 (1931). 
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—7T()o FF 3. Oxyaminosiuren. a) Serin. 
Pp der 0,15 cem Thiosulfat. 

b) Isoserin’). 76,2 und 33,7 mg Subst.: 0,0 eem Thiosulfat. 

c) Phenyloxyaminovaleriansiéiure. 40 und 17 mg Subst.: 1,10 
und 7,25 cem Thiosulfat. 

4. N-Benzoylierte Amino- und Oxyaminosiuren. a) N-Ben- 
zoylglykokoll, 61 und 52 mg Subst.: 11,1 und 11,15cem Thiosulfat. Also 


26,6 und 26,0 mg Subst.: 0,2 und 








































‘ ~_ | nicht angegriffen. 
pricht & b) N-Benzoyl-y-phenyl-o-aminobuttersiure. 45 mg Subst.: 11,3 cem 
mino- Thiosulfat. Nicht angegriffen. 
erung ¢) N-Benzoylserin *), 32 und 53 mg Subst.: 11,1 und 11,2 eem Thio- 
Atom. sulfat. Nicht angegriffen. 
d) N-Benzoylisoserin’), 37,9 und 71,7 mg Subst.: 7,9 und 3,2 ecm 
' Thiosulfat. Also angegriffen. 
Das & e) N-Benzoylphenyl-oxyaminovaleriansiure. 45 und 43 mg Subst.: 
[utter @ 11,0 und 11,1 cem Thiosulfat. 
igen | Da dies Produkt von BTA nicht angegriffen wird, mui im 
‘ion Zusammenhalt mit den iibrigen Oxydationsbefunden gefolgert 
»mlich werden, daB die Anordnung der Gruppen die gleiche wie im Serin 
| ist, also) = GH, CH, CH, -CH(OH)—CH(NH,)—COOH 
_— Die Reinheit der verwendeten Substanzen wurde durch Titration 
erden — und, soweit sie selbst hergestellt wurden, durch Analyse kontrolliert. 
asiert, Tierversuche. Die Verfiitterung der Oxyaminosiiuren erfolgte stets 
Thioe FP an den gleichen, 21 kg schweren Hund, der tiglich das gleiche Futter 
' 1Liter Milech und 250g gekochtes Fleisch, erhielt. Seine normale Aus- 
bene fF scheidung an Hippurséure betrug nie mehr als 11 mg in 2 Tagen. Phen- 
BTA fF  acetursiure lieB sich nicht fassen. Die Isolierung erfolgte nach oft be- 
»ben- schriebenem Verfahren aus dem Atherextrakt des mit Phosphorsiure an- 
Thio- §  gesiuerten, vorher alkalisch extrahierten Harns. Die gefundenen Mengen 
ulfat §  ##gepaarter Siuren waren stets auffillig gering. Aber es ist schon bekannt, 
: daB, je linger die Seitenkette, desto schlechter die Resorption ist. Das 
und scheint fiir die Oxyaminosiiuren noch mehr zu gelten. Indessen haben wir 
t. die Héhe der Resorption nicht verfolgt, da die Isolierung der Oxyamino- 
fat. f siuren aus den Fiices sehr groBe Schwierigkeiten macht. Die Befunde sind 
aber trotz der geringen Ausbeute an gepaarten Abbauprodukten vollig eindeutig. 
STA y-Phenyl-f-oxy-a-aminobuttersiure wurde in 4 Dosen 42 gin 
2 Tagen in Fleischbrei oder Milch gegeben. Isoliert wurden in analysen- 
ccm f reiner Form 910 mg Phenacetursiure vom Schmelzp. 141°, Mischschmelz- 
punkt 141% Das entspricht 640 mg Phenylessigsiure und betriigt 11,4°/, 
und der theoretischen Menge, wenn alles resorbiert worden wire. 
Es wurde noch mittels Benzoylierung nach Ausgangsmaterial oder 
hio- anderen Produkten gesucht: ohne Erfolg. 
Ein 2. gleichartiger Versuch lieferte 875 mg Phenacetursiiure vom 





Schmelzp. 142° = 10,9°/, d. Th. 


1) Dargestellt nach E. Fischer, Ber. chem. Ges. 38, 3794 (1902). 
*) Dargestellt nach Sérensen, Diese Z. 56, 297 (1908). 
*) Dargestellt nach E. Fischer, Ber. chem. Ges. 40, 1059 (1907). 
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d-Phenyl-8-oxy-oa-aminovaleriansiure wurde ebenfalls ay 
2 Tagen in einer Menge von 6 g verfiittert. Es wurden nur 210 g Hippur-. 
siure vom Schmelzp. 185°, dazu aber 350 mg Benzoesiiure isoliert. Sie ent. 
sprechen zusammen 507 mg Benzoesiiure = 16,1°/, d. Th. 

In einem 2. Versuch wurden 10 g in 3 Tagen gegeben. Aus dem ein- 
geengten Harn lieBen sich im ganzen 0,6 g Ausgangsmaterial zuriick- 
gewinnen, an Hippursiure 650 mg, an Benzoesiiure 350 mg. Das ergibt zu- 
sammen 790 mg Benzoesiiure = 14,4°/, d. Th. aus 9,4 g Ausgangsmaterial, 

Ein 8. Versuch mit 18,0 g in 2 Tagen lieferte 1,8 g Oxyaminosiiuren 
zuriick, daneben 1,920 g Hippur- und 100 mg Benzoesiure, zusammen = 1,41 ¢ 
Benzoesiiure oder 14,9°/, d. Th. 

Es wurde in diesen Fillen noch besonders nach y-Phenyl-a- oxy- 
buttersiiure gefahndet, die entstanden wire, wenn iiber die o-Ketonsiiure 
nach dem Schema des Aminosiiureabbaues ein C-Atom aboxydiert und aus 
dem «-C-Atom Carboxyl geworden wire. Da uns diese Siiure als schwer 
verbrennlich gut bekannt ist und wir sie friiher mit Benzol immer leicht 
isolieren konnten, hiitte sie uns auch in kleiner Menge nicht entgehen 
kénnen: Es fand sich nichts. 

Eine Verfiitterung des Benzoylproduktes in Menge von 11 g in 2 Tagen 
lieferte 55°/, Ausgangsmaterial zuriick — sonst konnte nichts von Bedeutung 
isoliert werden. Zu erwidhnen ist aber, daB der mit Schwefelsiure an- 
gesiuerte eingedampfte Harn 1g eines gefirbten Krystallisates ausfallen 
lie8, die fast reine Kynurensiure vom Schmelzp. 292° war, Jaffésche 
Probe wie bei reiner Kynurensiure: eine ungewohnlich groBe Menge. 





Zusammenfassung. 


1. 8-Oxy-a-aminosiiuren werden nicht nach dem Schema der 
einfachen Aminosiuren abgebaut, sondern durch f-Oxydation in 
die um 2 C-Atome irmeren stickstofffreien Saiuren iibergefiihrt. 

2. 8-Keto-c-aminosduren, wie sie als intermediire Zwischen- 
produkte bei dem Abbau der Oxyaminosiuren anzunehmen sind, 
zeigen ein sehr hohes Redoxpotential, das weit iiber dem der 
Ascorbinsiure liegt, 

3. Es werden einige Beitrige zur Synthese von #-Okxy- 
a-aminosiuren mitgeteilt, die an dem Beispiel der y-Phenyl- 
f-oxy-a-aminobuttersiure und der 0-Phenyl-f-oxy-e-amino- 
valeriansiiure gefunden wurden. 

4, Serine und Isoserine lassen sich auf Grund der Criegee- 
schen Spaltung durch Blei-tetraacetat unterscheiden, wenn man 
die Aminogruppe acyliert: dann reagiert z. B. die e-Benzoylamino- 
siure nicht, wihrend die «-Oxysiure sich positiv verhalt. Die 
Bedingungen der Criegeeschen Reaktion erfahren also eine Kin- 
schrinkung dahin, daB die NH-Gruppe resistent ist, wenn sie 
acyliert ist. 
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Wachstumswirkung von Flavinphosphorsduren. 


Von 


Richard Kuhn und Hermann Rudy. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. November 1935.) 


Das von J. Banga und A. vy. Szent-Gyérgyi’) im Herz- 
muskel entdeckte Cytoflav stellt, wie wir gefunden haben, einen 
Phosphorsiure-ester des Lactoflavins (Vitamin B,) dar. Es gelang, 
das Cytoflay aus Rinderherzen vollkommen frei von Lactoflavin 
darzustellen*), so daB seine Wachstumswirkung an Ratten gepriift 
werden konnte. Das Ergebnis ist, daB Lactoflavin und Cyto- 
flav innerhalb der Fehlergrenzen gleiche Wachstums- 
wirkung zeigen, wenn man iiquimolare Mengen vergleicht. Die 
Veresterung mit Phosphorsiure ist somit fiir die Wirksamkeit 
des Lactoflavins als Vitamin bei dem angewandten Priifungs- 
verfahren?) ohne Bedeutung. 

Durch Einwirkung von Phosphoroxychlorid in Pyridin auf 
Lactoflavin haben wir eine synthetische Vitamin B,-phosphorsiure 
erhalten’), Diese enthielt je nach den Darstellungsbedingungen 
mitunter noch nennenswerte Mengen von unverindertem Lacto- 
flavin. Durch Anwendung von iiberschiissigem Phosphoroxychlorid 
konnte auch diese Verbindung frei von Lactoflavin dargestellt 
und im Tierversuch gepriift werden. Die Wachstumswirkung 
unserer synthetischen Vitamin B,-phosphorsiaure stimmt 
sehr annihernd mit derjenigen der natiirlichen Vita- 
min B,-phosphorsiure (Cytoflav) tberein. 

Unser Verfahren zur quantitativen Trennung von Flavinen 
und Flavin-phosphorsiiure-estern gestattet in einfacher Weise die 
Hydrolysengeschwindigkeit verschiedener Phosphorsiure-ester 


1) Biochem. Z. 246, 203 (1932). 
*) Die von P.Gyérgy, R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, Diese 
Z, 223, 27 (1934) aus Herz dargestellten Vitamin B,-praparate waren Ge- 
mische von Cytoflay und Lactoflavin. 
3) R. Kuhn u. H. Rudy, Ber. chem. Ges. 68, 385 (1935). 
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colorimetrisch zu messen. 


Hydrolysengeschwindigkeit der Flavinphosphorsiuren 


Die in der Tabelle angefiihrten Ver. 
suche zeigen, da Cytoflav und die synthetische Vitamin B,-phos. 
phorsiure nahezu gleich schnell in Lactoflavin und Phosphor. 
siiure gespalten werden. Zwischen Cytoflav und einer aus Léwen- 
brauhefe isolierten Flavin-phosphorsiure*) konnte ebenfalls kein 
Unterschied der Spaltungsgeschwindigkeit festgestellt werden. 


durch 15,16 °/, Salzsiiure (d = 1,075) bei 100° 


L 


phorsiiure auf Lactoflavin berechnet. 


e, = Farbstirke des Lactoflavins, 


= Farbstirke der Lactoflavinphos.- 
Fiir 100 y Lactoflavin in 1 cem ist 


é = 3,25. Sp. = Spaltungsgrad in °/). 








Zeit Aus Hefe 


Aus Herz 





Ml « | « 


120 | 0,108 | 0,367 | 22,8 
300 | 0,205 | 0,280 | 42,4 
720 | 0,281 | 0,194 | 59,5 





in | 


Gewicht der Ratten in bramme, 


30+ 


E? 4 e | Sp- (°/o) 
| 0,600 | 22, 
0,314 | 42,1 | 0,328 
0,252 | 61,2 | 0,320 | 0,187 | 
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Fig. 1. Wachstumswirkung von Cytoflav. aus Herz. 
Vitaminmenge in y-larbstoff C,H N,O«¢. 


Gewicht der hatten iin Grammen 








Fig. 2. Wachstumswirkung der synth. Lactoflavinphosphorsaure. 
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Vitaminmenge in y-Farbstoff C,,H,N,Og. 


*) H. Theorell, Biochem. Z. 272, 155 (1934); 275, 37, 344, 466 (1934); 


278, 263 (1935). 


0,116 | 0,424 





















rsiuren, 


n Ver. 
-phos- 
sphor- 
sOwen- 
s kein 


134): 








Uber Kohlensaurederivate des Follikelhormons. 


7. Mitteilung tiber Sexualhormone und verwandte Stoffe '). 


/ 


Von 


Wilhelm Dirscherl. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg und dem Wissenschaftlichen 
Laboratorium der C. F. Boehringer & Séhne G. m. b. H., Mannheim-Waldhof.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1935.) 


Von Derivaten des Follikelhormons, die an der Hydroxyl- 
gruppe substituiert sind, finden sich in der wissenschaftlichen 
Literatur bisher beschrieben der Methylither und Acylderivate, 
wie Benzoat und Acetat. Auf der Suche nach vorteilhaft wirken- 
den Estern haben wir die Kohlensiurederivate des Hormons dar- 
gestellt”), 

LaBt man auf Follikelhormon (I) in benzolischer Liésung 
Pyridin-chlorcarbonyl (C,H,;N),COCI, in theoretischer Menge ein- 
wirken, so erhalt man auch nach tagelanger Behandlung die 
Hauptmenge des Hormons unverindert zuriick. Nimmt man etwa 
das 10fache der theoretischen Menge Pyridin-chlorcarbonyl, so 
erhilt man nach 1 stiindiger Kinwirkung bei 70—75° den Chlor- 
ameisensiureester des Follikelhormons (II) in quantitativer Aus- 
beute. Der sirupése Ester ist auBerordentlich leicht léslich; lést 
man in ganz wenig Hssigester und versetzt mit Petrolither, so 
bekommt man beim Verdunsten im Vakuumexsiccator Rosetten 
von Krystallen, die bei 101—102° (korr.) schmelzen. Durch Er- 
hitzen mit Wasser kann man den Ester wieder spalten. Erwairmt 
man ihn mit Athylalkohol, so bildet sich der Athylkohlensiure- 
ester (III) vom Schmelzp. 115° (korr.), mit Methylalkohol der 
Methylkohlensiureester vom Schmelzp. 127° (korr.). Beide Ester 
krystallisieren ausgezeichnet und eignen sich in dieser Hinsicht 
vut zur Charakterisierung des Follikelhormons. Der Athylkohlen- 
siureester 148t sich auch direkt aus Follikelhormon durch Ein- 
wirkung von Chlorameisensiure-iithylester herstellen. Aus dem 


1) 6. Mitteilung, Diese Z. 237, 268 (1935). 
*) Die Anregung dazu hat Herr Dr. Lorenz Ach gegeben. 
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Chlorameisensiureester des Hormons lift sich mit Leichtigkeit 
das Diithylamid (IV) oder das Anilid des Kohlensiureesters ge- 
winnen, beide schén krystallisierende Stoffe. 

Leitet man in eine alkalische Lésung von Follikelhormon 
Phosgen ein, so scheidet sich alsbald ein unléslicher Niederschlag 
ab. Man fiihrt das Reaktionsprodukt in Benzol iiber und ver- 
setzt, nachdem man etwa unveriindert gebliebenes Hormon ent- 
fernt hat, die trockne Lésung mit Petrolither. Der neutrale 
Kohlensiureester des Follikelhormons (V) krystallisiert aus. Er 
schmilzt bei 247° (korr.). In der Mutterlauge befindet sich der 
Chlorameisensaureester (II) des Hormons, der sich durch Uber- 
fiihrung in den Methylester identifizieren laBt. 

O 
CH, 7 
eae 
| 
aaa at 

HO” ~ a ceil 
II R—OCOCI I R—OCOOC,H, 
IV R—OCON(C,H,), V R—0O—CO—0O—R 


Das Benzoylfollikelhormon muf nach der Literatur als der 
bisher beste Ester gelten. Nach Butenandt*) wirkt es etwas 
stiirker als das Hormon selbst und auBerdem protrahiert (unter- 
sucht bei 1maliger Injektion der dligen Lésung an der Maus). 
Wir haben etwas anders ausgewertet. Die Substanz wird in 
dliger Lésung Mausen subcutan injiziert; dabei wird aber die 
Gesamtdosis auf 5 Injektionen innerhalb 36 Stunden verteilt. Wir 
halten die unterteilte Zufuhr fiir vorteilhafter, weil Unregel- 
miBigkeiten in der Resorption dadurch ausgeglichen werden. Wir 
fanden mit unserer Methode wiederholt, daB man vom Benzoy!l- 
follikelhormon einige Zehntel-Gamma benétigt, um die Wirkung 
von 0,1 y Hormon zu erzielen. Dagegen besitzt unser Chlor- 
ameisensiureester des Follikelhormons meist die etwa 10 fache 
Wirksamkeit des Hormons und zeichnet sich dadurch vor allen 
Estern des Hormons aus. Die anderen in dieser Arbeit be- 
schriebenen Derivate zeigen teils eine mehrfach stirkere Wirk- 
samkeit als das Hormon, treten aber hinter dem Chlorameisen- 
siureester zuriick. 


I (=R—OH) 


8) Diese Z. 208, 132 (1932). 
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Uber Kohlensiurederivate des Follikelhormons. 


Versuche. 


Chlorameisensaureester des Follikelhormons. 50 mg Hormon 
werden in 11,5 cem Benzol mit 70 mg Pyridin und 100 mg Phosgen 
(= 0,5 cem einer frisch hergestellten Benzollésung) versetzt und im ge- 
schlossenen Rohr 1 Stunde auf 70—75° erwiirmt. Das Reaktionsgemisch 
wird erst mit etwas Siiure, dann mit 0,5 n-NaOH ausgeschiittelt um etwa 
unveriindert gebliebenes Hormon zu entfernen. Nachdem die Benzollésung 
mit Wasser gewaschen und getrocknet worden ist, dampft man im Vakuum 
zur Trockne ein. Man erhalt einen sirupésen Riickstand, der entweder 
nach einiger Zeit von selbst krystallisiert oder nach Lésen in ganz wenig 
Essigester und Versetzen mit niedrig siedendem Petrolither beim Ver- 
dunsten in sehr schénen Krystallrosetten erhalten wird. Der Schmelz- 
punkt liegt bei 99—100° (unkorr.), 101—102° (korr.), die Léslichkeit ist in 
allen iiblichen organischen Lésungsmitteln sehr groB. Aus benzolischer 
Lésung lift sich der Ester nicht mit Alkali ausschiitteln. 


4,155 mg Subst. (i. V. getr.): 10,55 mg CO,, 2,43 mg H,O. — 4,348, 
5,557 mg Subst.: 1,98, 2,86 mg AgCl. 
C,,H,,0-OCOCI (333) Ber. C 68,8 H 6,3 Cl 10,6 
Gef. ,, 69,25 ,, 6,54  ,, 11,27, 10,73. 
Molekulargewicht: 1 mg in 10mg Campher. 4 = 12°. 
Ber. M 832 Gef. M 383. 


Athylkohlensaureester des Follikelhormons. 20 mg Chlorameisen- 
siureester werden in 20cem absolutem Athylalkohol 2 Stunden auf 80° 
erhitzt. Auf Zusatz von Wasser erhilt man schéne Krystalle des Athyl- 
kohlensiiureesters vom Schmelzp. 113° (unkorr.) bzw. 115° (korr.). 


0,291 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 0,620 mg AgJ. 
C,,H,,0-OCOOC,H, (342) Ber. OC,H,; 13,1 Gef. OC,H, 12,9. 


Darstellung des gleichen Esters aus Follikelhormon und 
C1C00C,H,. 50mg Hormon werden in 10 cem Benzol heiB gelést, mit 
250 mg Cl-COOC,H, und 250 mg Pyridin (in Benzol gelést) versetzt und 
im geschlossenen Réhrchen einige Stunden bei Zimmertemperatur oder 
1 Stunde bei 70—75° stehen gelassen. Die Reaktienslésung wird mit Siure, 
dann mit verdiinnter Lauge gewaschen, getrocknet und im Vakuum zur 
Trockne verdampft. Der sirupése Riickstand wird beim Reiben fest. Nach 
Umkrystallisieren aus Accton—Wasser erhilt man 45 mg Ester vom Schmelz- 
punkt 112—113° (unkorr.) bzw. 115° (korr.). 


10 mg in Dioxan auf 1 cem, 0,5 dm, « = + 0,57° 
[o]25 = + 114°. 


3,270 mg Subst.: 8,750 mg CO,, 2,170 mg H,0. 
C,,H,,0-OCOOC,H, (842) Ber. C 73,68 H 7,60 
Gef. ,, 73,23 ,, 7,42 


Methylkohlensaureester des Follikelhormons. 20 mg Chlor- 
ameisensdureester des Hormons werden aus Methylalkohol-Wasser um- 
4* 
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krystallisiert. Man bekommt schéne Nadeln vom Schmelzp. 124° (unkorr, 
bzw. 127° (korr.). 


4,727 mg Subst.: 3,240 mg AgJ. 
C,,H,,0-OCOOCH, (328) Ber. OCH, 9,4 Gef. OCH, 9,06. 


Diathylamid des Kohlensaiureesters des Follikelhormons. 56 mg 
Chlorameisensiureester des Hormons werden in 20 cem Benzol (man kann 
die gewaschene und getrocknete Reaktionslésung verwenden) mit einem 
Uberschu8 von Diithylamin versetzt. Es entsteht sofort eine weibe Flockung. 
Nach einigem Stehen wird mit Benzol versetzt, wobei alles in Lésung geht. 
Man schiittelt mit verdiinnter Salzsiiure, dann mit 0,5 n-NaOH aus. Hierauf 
wird die Benzollésung mit Wasser gewaschen, getrocknet und zur Trockne 
eingedampft. Man erhilt ein weiBes Pulver vom Schmelzp. 188°. Ausbeute 
60 mg. Die Substanz ist bereits analysenrein (3,87 °/, N). Man krystalli- 
siert aus wenig hei8em Alkohol mit Wasser um und erhilt feine Nidelchen, 
die sich sofort ausscheiden. Schmelzp. 189—190° (unkorr.) bzw. 194 
bis 195° (korr.). 


4,170 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 0,143 cem N (24°, 755 mm). 
C,,H,,0-OCON(C,H;), (370) Ber. N 3,80 Gef. N 3,91. 


Einwirkung von Phosgen auf Follikelhormon in alkalischer 
Losung. In eine Lésung von 50 mg Hormon in 30cem 2n-NaOH wird 
bei gewohnlicher Temperatur Phosgen eingeleitet, bis das Filtrat des aus- 
fallenden Reaktionsproduktes beim Ansiiuern kein unverindertes Hormon 
mehr ausfallen l14Bt. Man schiittelt die Suspension mit Benzol, wischt 
dieses zur Entfernung vom Niederschlag etwa mitgerissenen Ausgangs- 
materials mit verdiinnter NaOH, dann mit Wasser, trocknet und engt ein. 
Dann gibt man wiederholt Petrolither zu, bis der neutrale Kohlensiure- 
ester des Hormons vollstiindig auskrystallisiert ist. 

Das neutrale Carbonat schmilzt bei 240° (unkorr.) bzw. 247° (korr.). 


4,010, 4,176 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 11,55, 12,01 mg CO,, 
2,71, 2,94 mg H,0. 

(C,,H,,0-0),CO (566) Ber. C 78,4 H 7,42 

Gef. ,, 78,55, 78,44 ,, 7,56, 7,87. 

Durch Eindampfen, des Filtrates yom Ester erhilt man einen Sirup, 
den Chlorameisensiureester des Hormons. Er wird in CH,OH gelést und 
mit Wasser versetzt. Man erhilt den Methylkohlensiureester des Hormons 
in schénen Krystallen vom Schmelzp. 125—126°. 

4,103 mg Subst.: 11,00 mg CO,, 2,80 mg H,0. 
C,,.H,,0-OCOOCH, (328) Ber. C 73,2 H7,3 Gef. C 73,12 H 7,63. 


Herrn Dr. H. E. Voss bin ich fiir die Ausfiihrung der Tierversuche 
zu Dank verpflichtet. 


Herrn Peter Vogler danke ich fiir seine geschickte Hilfe bei den 
Versuchen. 
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Katalytische Hydrierung des Follikelhormons 
und seiner Acylderivate’). 


8. Mitteilung tiber Sexualhormone und verwandte Stoffe’). 


Von 
Wilhelm Dirscherl. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg und dem Wissenschaftlichen 
Laboratorium der C. F. Boehringer & Séhne-G. m. b. H., Mannheim-Waldhof.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1935.) 


Ziel der vorliegenden Arbeit war die Hydrierung des aus Stuten- 
harn hergestellten Follikelhormons (I) (3-Oxy-17-oxo-1,3,5-oestra- 
trien), das im folgenden kurz als ,,Hormon“ bezeichnet wird. 


__ CH, 7° on 
Ser s eae mn 
| : 15 I] | | 
a i tea rier 
Be e-2s] 
sit ale ‘iti, ite 
O H 
CH, 4 CH, ae 
ia -, lO igs <—— 
II | et | : 
a — 2 ae an 
p | a ae 
iin ta HON * Re. salt 
CH, H, 
¥ i as, a. ; 
a 
. bs | 
HO ee 


1!) Der Inhalt dieser Abhandlung wurde in kurzen Ziigen auf der 
Tagung der Siidwestdeutschen Chemiedozenten in Basel am 8. Dezember 1935 
vorgetragen. Referat in Z. angew. Chem. 49, 30 (1936). 

*) 7, Mitteilung, Diese Z. 259, 49 (1936). 








Wilhelm Dirscherl, 


Theoretisch bestehen folgende Méglichkeiten: 


1. der Wasserstoff wird nur angelagert; 

a) die Ketogruppe wird in die Alkoholgruppe iibergefiihrt: 
Dihydrohormon (IJ), 

b) die 3 Doppelbindungen des Benzolringes werden hydriert: 
Hexahydrohormon (III), 

c) Ketogruppe und Benzolring werden hydriert: Octahydro- 
hormon (IV). 

2. Der Wasserstoff ersetzt Sauerstoff in der Ketogruppe. 

Durch Reduktion des Hormons mit Zink und Salzsiiure nach 
Clemmensen oder durch Reduktion des Semicarbazons mit 
Natriumalkoholat nach Wolf-Kishner liBt sich Desoxohormon 
herstellen ?), 

3. Der Wasserstoff wird angelagert und verdringt Sauerstoff. 
Durch Hydrierung des Acetylhormons erhielt Butenandt?) Hexa- 
hydro-desoxohormon (V). 

Vom theoretisch méglichen'Ersatz des Hydroxyls an C, braucht 
hier nicht geredet zu werden. Auch die Reaktion nach Gruppe 2 
spielt in dieser Arbeit keine Rolle. 

Wie aus dem Formelbild des Hormons (I) zu ersehen ist, 
treten bei der Hydrierung nach Gruppe 1 und 3 neue Asymmetrie- 
zentren auf. DemgemiB sind 2 Dihydrohormone, 8 Hexahydro- 
hormone bzw. Hexahydro-desoxohormone und 16 Octahydrohormone 
moéglich. Da die Isomeren der gleichen Reduktionsstufe an den 
vier urspriinglich schon asymmetrischen Kohlenstoffatomen 8, 9, 
13 und 14 gleich konfiguriert sind, bilden sie nichtspiegelbildliche 
Diastereomere und unterscheiden sich demgem&B auch durch ihre 
chemischen Eigenschaften. Es ist ein gliicklicher Umstand, dab 
bei der Bildung neuer asymmetrischer Zentren in bereits asym- 
metrischen Molekiilen nicht alle denkbaren Isomeren in gleicher 
Menge entstehen miissen, sondern eines oder einige in iiberwiegender 
Menge gebildet werden kénnen. So hofften wir auch bei der 
Hydrierung des Follikelhormons nicht alle denkbaren Diastereo- 
meren zu erhalten und aus dem zu erwartenden Gemisch das 
eine oder andere Isomere ohne Zuhilfenahme optisch aktiver 
Hilfsstoffe abzutrennen. Die Erfahrung hat uns gezeigt, daB die 
Hydrierungsgemische oft sehr schwer zu zerlegen sind. Deshalb 


1) Butenandt u. Westphal, Diese Z. 223, 147 (1934). 
2) Diese Z. 191, 154 (1930); 208, 160 (1932). 
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war fir die Charakterisierung der Hydrierungsprodukte neben der 
Analyse von besonderer Wichtigkeit der quantitative Nachweis 
der Ketogruppe und des Benzolringes. Die Bestimmung der Keto- 
sruppen erfolgte durch alkalimetrische Titration der mit salzsaurem 
Hydroxylamin versetzten, auf p,, etwa = 4 eingestellten alkoholischen 
Lésung der Reaktionsprodukte, der Nachweis des Benzolringes 
durch Priifung der Alkaliléslichkeit. Das Hormon und alle seine 
Derivate, die das freie phenolische Hydroxyl besitzen, sind in 
Alkali léslich, wihrend die kernhydrierten Derivate als Alkohole 
in wiBrigem Alkali unldéslich sind. Dabei ist allerdings zu be- 
achten, daB durch die Schwerldslichkeit einer Alkaliverbindung 
Tauschungen entstehen kénnen. So liBt sich beispielsweise Follikel- 
hormon mit konzentriertem Natriumhydroxyd nicht in Liésung 
bringen, Dihydro-follikelhormon kann schon aus einer 2 n-Natron- 
lauge teilweise als Phenolat ausfallen (vgl. Versuche). 

Wir hofiten unter Verwendung eines einzigen Katalysators, 
lediglich durch Anderung des Lisungsmittels bzw. der Wasser- 
stoffionenkonzentration und der Temperatur, die verschiedenen 
Hydrierungsstufen des Hormons zu erhalten. Diese Erwartung hat 
sich auch bestiitigt. Als Katalysator wurde in allen beschriebenen 
Versuchen Platinoxyd nach Adams-Shriner verwendet, Ver- 
suche mit anderen Katalysatoren werden nicht angegeben. 


1. Die Hydrierung des Follikelhormons zum Dihydrohormon 
(Oestradiol, 3,17-Dioxy-oestratrien). 


E. Schwenk und F. Hildebrandt!) haben — ohne die 
Versuchsbedingungen anzugeben — mitgeteilt, daB sie als Haupt- 
produkt der Hydrierung ein Dihydrohormon vom Schmelzp. 168 
bis 170° und etwa der 6fachen Stirke des Hormons (bei Injektion) 
erhalten haben, daneben ein Isomeres vom Schmelzp. 198—204° 
und der 4fachen Stirke. J. F. Danielli, G. F.Marrian und 
G. A. D. Haslewood?) hydrierten das Hormon in alkoholischer 
Lésung mit Platinoxyd bei 4 Atmosphiren Wasserstoffdruck und 
erhielten in 50°/, Ausbeute ein Dihydrohormon vom Schmelz- 
punkt 174—176° (die Analyse weist etwa 1°/, zu wenig Kohlen- 
stoff aut). Daneben wurde ein Octahydrohormon vom Schmelz- 
punkt 208—210° isoliert. Ferner haben A. Girard, G. Sandu- 
lesco und A. Fridenson’) durch Behandlung des Hormons mit 


1) Naturw. 21, 177 (1933). 2) Biochemic. J. 27, 319 (1933). 
5) C. r. Soc. Biol. Paris 112, 964 (1933). 
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Natrium und Alkohol oder Hydrierung mit Nickelkatalysatoren 
Dihydrohormon vom Schmelzp. 174—175° (korr.) und der Drehung 
[«], = + 80° (Dioxan) dargestellt. 

Vor kurzem haben E. A. Doisy, D. M. Me Corquodale und 
S. A. Thayer?) durch Isolierung des Dihydrohormons vom Schmelz- 
punkt 174—175° (korr.) nachgewiesen, daB dieses das hauptsiich- 
liche Ostrushormon des Schweineovariums ist. 

Unsere Versuche erlauben die quantitative Uberfiihrung des 
Hormons in Dihydrofollikelhormon. Hydriert man das Hormon 
in alkoholischer Lésung bei Zimmertemperatur in Anwesenheit 
von Platinoxyd, so werden 2 Atome Wasserstoff aufgenommen. 
Das aus Alkohol—Wasser umkrystallisierte Dihydrohormon schmilzt 
bei 174—175° (unkorr.), die Drehung [@]?° betrigt + 82° (Dioxan). 
Die Ketogruppe ist verschwunden (Titration), der Benzolring er- 
halten geblieben (Alkaliléslichkeit). Die Analysen weisen oft einen 
Fehlbetrag an Kohlenstoff bis zu einigen Prozenten auf (vgl.Marrian), 
wihrend die Wasserstoffwerte stimmen. Die Molekulargewichts- 
bestimmung ergibt in Campher 260 (ber. 272). 

Die Wirksamkeit des Dihydrohormons ist die 5—10 fache 
des Hormons, gelegentlich findet man sie noch gréBer oder kleiner. 
Diese Zahlen sind unter folgenden Bedingungen gewonnen: sub- 
cutane Injektion der dligen Lésung bei kastrierten weiblichen 
Miusen; die Gesamtdosis wurde in 5 Teilen innerhalb 36 Stunden 
verabreicht. Die sehr zahlreichen Priifungen wurden von Herrn 
Dr. H. E. Voss vorgenommen, dem ich auch an dieser Stelle dafiir 
bestens danke. W.Schéller, M. Dohrn und W. Hohlweg?) haben 
vor kurzem Werte angegeben, die je nach Art der Tiere und Be- 
dingungen der Zufuhr zwischen dem 1,3- und 7fachen schwanken. 

Ebenfalls in quantitativer Ausbeute erhalt man das Dihydro- 
hormon vom Schmelzp. 175°, wenn man die Hydrierung in Alkohol 
bei erhéhter Temperatur vornimmt, oder in wiBrig-alkalischer 
Liésung bei gewéhnlicher oder erhéhter Temperatur. An den 
Ergebnissen iindert sich auch nichts, wenn man das Platinoxyd 
vor der Hydrierung zu Platin reduziert, wihrend man mit Platin- 
schwarz bei den angegebenen Bedingungen keine Hydrierung erzielt. 

Auf gewisse Schwierigkeiten, die bei der Darstellung des 
Dihydrohormons auftreten kénnen, ist wegen Raummangels hier 
nicht einzugehen. 


*) Weekly Bull. St. Louis med. Soc. 29 (1935). 
*) Klin. Wschr. 14, 826 (1935). 
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Die Hydrierung des Follikelhormons fiihrt also in neutraler 
alkoholischer wie in alkalisch-wiBriger Lésung gleicherweise zum 
Dihydrohormon vom Schmelzp. 175°. Wir haben ebensowenig wie 
Marrian und Girard ein bei 198—-204° schmelzendes Dihydro- 
hormon erhalten. 


2. Die Hydrierung der Acylderivate des Follikelhormons. 


Butenandt und Mitarbeiter!) haben bei der Hydrierung des 
Acetyl-follikelhormons in Alkohol mittels Platinoxyd nnd Wasser- 
stoff Hexahydro-desoxohormon C,,H,,OH (V) erhalten. Die friher 
vermutete Konstitution hat sich neuerdings erweisen lassen’): 
wenn man das Hormon nach Clemmensen oder Wolf-Kishner 
reduziert, erhilt man das Desoxohormon C,,H,,OH, aus dem 
durch katalytische Hydrierung mittels Platinoxyd des Hexahydro- 
desoxohormon erhalten wird. Bei der Hydrierung des Acetyl- 
hormons ist die Acetylgruppe abgespalten, die Ketogruppe in die 
Methylengruppe iibergefiihrt und der Benzolring hydriert worden. 

Bei der Hydrierung des Benzoyl-follikelhormons unter 
gleichen Bedingungen erhielten wir nicht, wie zu erwarten ge- 
wesen wire, ebenfalls das Hexahydro-desoxohormon, sondern 
Dihydrohormon vom Schmelzp. 174° Hier ist wie beim Acetyl- 
hormon der Acylrest zwar abgespalten, aber der Benzolkern nicht 
und die Ketogruppe nur zur Alkoholgruppe hydriert worden. 

Auch bei der Hydrierung des Athylkohlensaureesters 
sowie des Chlorameisensiureesters des Follikelhormons 
(beide Ester sind in der vorhergehenden 7. Mitteilung neu be- 
schrieben worden) erhielten wir Dihydrohormon von gleichem 
Schmelzpunkt. SchlieBlich hydrierten wir nun mit der gleichen 
Probe Platinoxyd auch Acetylfollikelhormon und stellten 
auch hier als einziges Reaktionsprodukt Dihydrohormon vom 
Schmelzp. 174° fest. Dieser Befund steht im Gegensatz zu dem 
von Butenandt erhobenen. Nach den in unserer Arbeit nieder- 
velegten Erfahrungen kann die Bildung des Hexahydro-desoxo- 
hormons durch Hydrierung des Follikelhormons bei Anwesenheit 
von Mineralsiure stattfinden. 


3. Die Kernhydrierung des Follikelhormons. 
Die Hydrierung des Hormons in Alkohol bei Zusatz 
von etwas Salzsiure geht rasch vonstatten; sie fihrt zu 


1) Diese Z. 191, 154 (1980); 208, 160 (1932). 
2) Diese Z. 223, 149 (1934). 
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verschiedenartigen Stoffen. Nach Entfernung geringer Mengen alkali- 

léslicher Kérper (Hormon, Dihydrohormon) wird die Hauptmenge 
der alkaliunléslichen Kernhydrierungsprodukte der Trennung unter- 
worfen. Aus der benzolischen Lisung lassen sich durch Zusatz 
von Petrolither schéne Krystalle erhalten, in der Mutterlauge 
verbleibt ein petrolatherléslicher Sirup. 

Im petrolatherunléslichen krystallisierten Anteil, der etwa 
die Halfte der Reaktionsprodukte ausmacht, sind Benzolring und 
Ketogruppe hydriert; er stellt ein Gemisch stereoisomerer Octa- 
hydro-follikelhormone*) dar. Um iiber die sterische Anordnung 
des Hydroxyls an C, etwas aussagen zu kénnen und um vielleicht 
eine Trennungsméglichkeit fiir die Isomeren zu finden, priiften 
wir das Verhalten des Gemisches gegen Digitonin. In 90 °/,igem 
Alkohol trat auch nach Tagen keine Fillung ein. DaB dieses 
negative Verhalten nicht etwa mit dem Fehlen der quartiren 
Methylgruppe an C,, zusammenhingt, ergibt sich daraus, daB z. B. 
Neoergosterin, in dem dieses Methyl ebenfalls durch Wasserstoff 
ersetzt ist, mit Digitonin eine Fillung gibt’), wie wir bestatigen 
kénnen. Wir méchten den Schlu8 ziehen, daB alle isomeren 
Octahydrohormone unseres Gemisches das Hydroxyl in gleicher 
sterischer Anordnung tragen, die — vielleicht — der des epi-Di- 
hydrocholesterins entspricht. Dann kénnen sich die einzelnen 
Isomeren nur an den C-Atomen 5, 10 und 17 unterscheiden. 

Durch haufige Umkrystallisation aus Benzol—Petrolather lief 
sich ein schwerer lésliches Octahydrohormon vom Schmelzp. 210 
bis 211° (korr.) und der Drehung [«]?? = + 7,2° (Alkohol) erhalten. 
Es ist wohl identisch mit dem von Marrian neben Dihydro- 
hormon gewonnenen Octahydrohormon vom Schmelzp. 208—210° 
(vgl. oben). In den Mutterlaugen befinden sich leichter lésliche 
Octahydrohormone von niedrigerem Schmelzpunkt. Ein Anteil 
schmilzt bei 154—155° und zeigt die Drehung [@]}*= + 31,4° 
(Alkohol). Die Trennung der Isomeren bereitet groBe Schwierig- 
keiten, wir haben sie nicht véllig durchgefiihrt. 

W. Schéller, E. Schwenk und F. Hildebrandt?) geben 
an, daB sie teilweise krystallisierte Gemische von Octahydro- 
hormonen erhalten haben; die Bedingungen der Darstellung und 
die chemischen Daten sind aber nicht bekannt gegeben worden. 

Der petrolitherlésliche Sirup (aus der Mutterlauge der ab- 
getrennten Octahydrohormone) ist ein Gemisch stereoisomerer 


*) 3,17-Dioxy-oestrane. 


1) Diese Z. 185, 108 (1929). *) Naturw. 21, 286 (1933). 
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sehr gut krystallisieren. Eine Fraktion schmilzt bei 100° trib, 
104—105° klar und dreht [@]??=+ 1,8° (Alkohol), eine andere 
Fraktion schmilzt bei 96—100° und dreht [@}?? = + 12,3° (Alkohol). 
Obwohl diese beiden Anteile wiederholt umkrystallisiert wurden 
und in ihren Eigenschaften konstant geblieben sind, laBt sich 
schwer sagen, ob reine Isomere vorliegen, da man kaum aus 
einem anderen Lisungsmittel umkrystallisieren kann. Beide An- 
teile geben mit Digitonin in 90°/,igem Alkohol nach einiger Zeit 
Fallungen, die beim Erhitzen in Lisung gehen und nun mit 
Cholesterin schwerlésliche Fallungen geben, die auch in der Hitze 
nicht mehr gelést werden. Die Hexahydro-desoxohormone geben 
nicht allzu schwer lésliche Digitonide, die beim Erhitzen wieder 
gespalten werden. Die Isomeren tragen das Hydroxyl an C, in 
gleicher sterischer Anordnung, wahrscheinlich wie beim Chole- 
sterin; mithin miissen sie sich an den C-Atomen 5 und (oder) 10 
unterscheiden. 

Das von Butenandt aus Acetylhormon erhaltene Hexahydro- 
desoxohormon schmilzt bei 82—85° triib, 96° klar, die Drehung 
betrigt [«],=— 2,8° (Alkohol). Vermutlich wird es sich auch 
hier um ein Gemisch von Isomeren handeln. 

Die Hydrierung des Hormons in Hisessig bei Zimmer- 
temperatur geht ebenfalls rasch vor sich. Die Lisung der Reak- 
tionsprodukte wird mit Benzol versetzt und mit Wasser entmischt. 
Nach Entfernung geringer Mengen alkaliléslicher Stoffe werden 
die alkaliunléslichen Kernhydrierungsprodukte wie oben durch ihr 
Verhalten gegen Petrolither getrennt. 

Die schén krystallisierten petroliitherunlislichen Anteile er- 
weisen sich nach Analyse, Alkaliunléslichkeit und Fehlen der 
Ketogruppe als Gemisch isomerer Octahydrohormone, aus dem 
durch hiufige Umkrystallisation aus Benzol—Petrolither schlieblich 
ein Isomeres vom Schmelzp. 210—211° (korr.) und der Drehung 
[«}?°=+ 7,8° (Alkohol) gewonnen wird. Mit Digitonin erfolgt 
keine Fillung. Der Mischschmelzpunkt mit dem bei der Hydrie- 
rang in saurem Alkohol erhaltenen Octahydrohormon vom Schmelz- 
punkt 210—211° ergab keine Erniedrigung, beide Isomere sind 
identisch. — In der Mutterlauge dieses hochschmelzenden Isomeren 
befinden sich wieder niedriger schmelzende, darunter ein Anteil 
vom Schmelzpunkt etwa 155°. 


*) Oxy-oestrane. 
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Nach Abscheidung der krystallisierbaren Octahydrohormone 
wird die Benzol—Petrolathermutterlauge eingedampft. Der erhaltene 
Sirup krystallisiert auch nach langem Stehen nur teilweise. Die 
Titration der mit Hydroxylamin-hydrochlorid versetzten Lésung 
ergibt die Anwesenheit von 25—35°/, Ketokérpern. Die Trennung 
dieses Gemisches macht allergréSte Schwierigkeiten. Es enthilt noch 
betrichtliche Mengen von Octahydrohormonen, die sich aus ganz 
konzentrierter Lésung abscheiden lassen, ferner wohl Hexahydro- 
desoxohormone (Kinzelheiten vgl. Versuche). Durch Umsetzen des 
Sirups mit Semicarbazid und Ausschiitteln der wiBrig-alkoholischen 
Lésung mit Petrolither erhielten wir ein in Alkohol schwer lésliches 
Semicarbazon, das bei 255° (unkorr.) schmilzt und in Chloroform— 
Alkohol (3:1) die Drehung [@]?? = + 77,2° zeigt. Nach dem Stickstoff- 
gehalt liegt das Semicarbazon eines Hexahydro-follikelhormons*) 
vor. Hexahydrohormone sind bisher nicht beschrieben worden. 

Die Hydrierung verliuft in 80 bzw. 60°/,iger wiBriger Essig- 
siure grundsitzlich wie in Hisessig, geiindert wird offenbar nur 
das Mengenverhaltnis der Hydrierungsprodukte. 

Hydriert man das Hormon in 80°/,iger wiBriger Essig- 
siure bei wenig erhéhter Temperatur, z. B. 40° so erhilt 
man manchmal neben unveriindert gebliebenem Hormon etwas 
Dihydrohormon, manchmal aber statt dessen alkaliunlésliche 
Kérper von niedrigem Schmelzpunkt, vermutlich Octahydrohor- 
mone. Das hauptsichliche Reaktionsprodukt ist aber ein petrol- 
itherlislicher Sirup, der auch aus Methylalkohol—Wasser nicht 
zu krystallisieren ist. Er ist unléslich in Alkali und enthalt etwa 
2/, Ketokérper. Wir konnten ein 2,4-Dinitrophenylhydrazon vom 
Schmelzp. 105— 110° gewinnen, nach seinem Stickstoffgehalt das 
Hydrazon eines Hexahydrohormons. Ferner bereiteten wir auf 
dem oben angegebenen Weg ein Semicarbazon vom Schmelzp. 255°, 
das den richtigen Stickstofigehalt aufwies. Die Léslichkeit in 
Alkohol ist gréBer als die des oben beschriebenen Semicarbazons 
vom gleichen Schmelzpunkt, die Drehung betragt [a]?°=+ 46° 
(Alkohol). In diesem Gemisch iiberwiegen vielleicht andere Iso- 
mere des Hexahydrohormons. 

Zusammenfassend aft sich iiber die Hydrierung des 
Follikelhormons mit Platinoxyd folgendes sagen. In neutraler 
alkoholischer und in alkalisch-wiBriger Lésung entsteht ausschlieB- 
lich ein Dihydro-follikelhormon vom Schmelzp. 175° In Alkohol 


*) 8-Oxy-1T-oxo-oestran. 
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mit Salzsiure erhalt man gut krystallisierte Octahydrohormone, 
darunter ein Isomeres vom Schmelzp. 210—211°, und ein Gemisch 
yon mindestens zwei isomeren krystallisierten Hexahydro-desoxo- 
hormonen. In Eisessig oder wiBriger Essigsiiure erfolgt bei ge- 
wohnlicher Temperatur die Bildung von Hexahydrohormon(en), 
isomeren Octahydrohormonen und Hexahydro-desoxohormon(en). 
Hydriert man in Essigsiure bei héherer Temperatur, so tritt die 
Bildung von Octahydrohormonen teilweise oder ganz zuriick, man 
erhilt gelegentlich Dihydrohormon, ferner Hexahydro-desoxohormon 
und in der Hauptsache Hexahydrohormon. 

Wahrend in neutraler und alkalischer Liésung der Benzol- 
ring nicht angegriffen und nur die Ketogruppe zur Alkoholgruppe 
hydriert wird, erfolgt in saurer Lésung allgemein die Hydrierung 
des Benzolringes, wihrend die Ketogruppe teils unveriindert bleibt, 
teils mehr oder weniger weit hydriert wird. 

Uber die Wirksamkeit und die Bedeutung der beschriebenen 
Hydrierungsprodukte soll in einer der folgenden Mitteilungen in 
erbBerem Zusammenhang berichtet werden. 


Beschreibung der Versuche. 


Titration der Ketogruppe. Beschreibung vgl. 2. Mitteilung ’). 
10 mg des mit salzsaurem Hydroxylamin in alkoholischer Lésung versetzten 
Follikelhormons brauchen 0,37 ccm 0,1n-NaOH. Die Oximierung verliuft 
bei Zimmertemperatur sehr rasch, in Minuten. Die Genauigkeit betrigt bei 
kleinen Versuchsmengen etwa 5°/, (0,02 ccm), bei gréBeren Mengen ist der 
Fehler geringer. Beimengungen des Katalysators, wie beispielsweise Eisen 
als solches oder in Verbindungen, kénnen die Titration stéren; man mub 
sie durch Umkrystallisation entfernen. 


Dihydro-follikelhormon (Oestra-diol). 100 mg Hormon werden in 
50 eem absolutem Alkohol mit 25 mg PtO, unter Wasserstoff bei Zimmer- 
temperatur in einer Hydrierapparatur geschiittelt, deren Einzelteile durch 
Glasschliffe verbunden sind. Nach 10—20 Stunden sind 17 — 8 (Eigen- 
verbrauch des Platinoxyds) = 9 cem H, aufgenommen worden (ber. 8,3 fiir 
2H auf 1 Mol. Hormon). Die filtrierte Lésung wird i. V. eingedampft. Der 
glasartige Riickstand krystallisiert nach kurzer Zeit, event. nach Reiben, in 
schénen Rosetten. Schmelzp. 167—168°, nach Umkrystallisieren aus Alkohol- 
Wasser 174—175° (unkorr.). Die Ketogruppe ist verschwunden (Titration). 
In verdiinntem Alkali ist die Substanz léslich, z. B. lésen sich 20 mg Di- 
hydrohormon in 2 cem 2n-NaOH in der Hitze, beim Abkihlen scheidet 
sich ein Teil der Natriumverbindung aus (wihrend sie beim Hormon selbst 
in Lésung bleibt). Wenngleich das Follikelhormon in Alkali leichter léslich 
ist als das Dihydrohormon, ist es doch in konzentriertem Alkali, z. B. 
40°/,iger NaOH, unléslich. Beim Ausschiitteln einer benzolischen Lésung 
von Hormon oder Dihydrohormon mit stiirkerer NaOH (evtl. schon 2n) 


1) Diese Z. 233, 27 (1935). 














62 Wilhelm Dirscherl, 





































bilden sich an der Grenzfliiche stérende Niederschliige der ausfallenden 
Natriumverbindungen. Durch einfachen Zusatz von Wasser bringt man 1 
die Salze in Lésung und vermeidet die Stérung. Die Kenntnis dieser Ver- 
hiltnisse ist von praktischer Wichtigkeit. 


4,430, 4,149 mg Subst. (bei 105° i. V. getr.): 12,85, 12,05 mg CO,, 3,53, 

8,31 mg H,O. 
C,,H,,O, (272) Ber. C 79,41 H 8,82 
Gef. ,, 79,12, 79,21 ,, 8,91, 8,92. 
Drehung: 10,0 mg in Dioxan auf 2 cem, 1 dm, « = + 0,41°. 
[a]® = + 82°. | 

Hydriert man in der Hitze (z. B. 70°) oder mit vorher reduziertem 
Platinoxyd, so kommt man zum gleichen Ergebnis. Auf die Beschreibung 
kann verzichtet werden. 


Hydrierung in waGrig-alkalischer Lésung. 200 mg Hormon werden 
in 80 cem 2 n-NaOH heiB gelést und mit Platinoxyd unter Wasserstoff bei 
60° geschiittelt, bis die Aufnahme beendet ist (etwa 1—2 Stunden). Bei 
Zimmertemperatur dauert die Hydrierung lingere Zeit. Beim Erkalten bildet 
sich teilweise unlésliches Natriumsalz, man list durch Zugabe von Wasser 
und wischt nach dem Filtrieren den Katalysator gut mit Wasser nach. Die 
Filtrate werden angesduert und das ausfallende Dihydrohormon zweckmibig 
mit Benzol ausgeschiittelt, um es frei von Natriumchlorid zu erhalten. Beim 
Einengen der getrockneten benzolischen Lésung scheidet sich das Dihydro- 
hormon in schénen Krystallen aus. Die Ausbeute ist fast quantitativ. 


Hydrierung des Benzoyl-follikelhormons. 100mg Benzoylderivat 
in 50 cem absolutem Alkohol, 50 mg PtO,. Die nach Benzylalkohol riechende 
Lésung wird nach beendeter Hydrierung filtriert und i. V. eingedampft. Der 
Trockenriickstand wird in Benzol gelést, mit 0,5 n-NaOH ausgeschiittelt, 
die alkalische Lésung angesiuert und das ausfallende Dihydrohormon wie 
oben umkrystallisiert. 65 mg, Schmelzp. 174—175°. 

Die Hydrierung des Acetylhormons und des Athylkohlen- 
siureesters des Follikelhormons vyerliuft wie beim Benzoylhormon, 
ebenso die Aufarbeitung. 


Hydrierung des Follikelhormons in Alkohol bei Anwesenheit 
von etwas Salzsaure. 500mg Hormon in 75 cem absolutem Alkohol, 
1eem konzentrierte HCl, 250mg PtO,, Zimmertemperatur. Nach 7 Stunden 
ist die Aufnahme fast beendet, es wird iiber Nacht weiter geschiittelt. Das 
Hormon hat 280—65 = 215 eem H, aufgenommen (ber. 207,5 cem fiir 5 H, 
auf 1 Mol. Hormon). Die filtrierte Lisung wird mit NaOH neutralisiert, 
das ausfallende NaCl abgetrennt und die Lisung i. V. zur Trockne gedampft. 
Der Riickstand wird in 50 cem heifem Benzol gelést und Petrolither zu- 
gegeben. Beim Stehen im Eisschrank krystallisiert ein Teil der Produkte 
aus (90 mg). Schmelzp. etwa 175—180° unscharf. 

, Ketogruppen sind nicht nachweisbar (Titration), geringe Mengen alkali- 
léslicher Stoffe lassen sich entfernen, die Hauptmenge ist alkaliunléslich. 
Es handelt sich um Octahydrohormone. 


4,404 mg Subst. (bei 105° i. V. getr.): 12,51 mg CO,, 4,23 mg H,0O. 
C,.Hs0, (278) Ber. C 77,63  H 10,87 
Gef. ,, 77,47 4 10,75. 
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Die Mutterlauge der 90 mg wird eingeengt und weiter mit Petrolither 
versetzt: 150 mg Krystalle vom Schmelzp. 135—150°, alkaliunléslich. 


10,0 mg Subst. in absolutem Alkohol auf 1 cem, 0,5 dm, a = + 0,09°. 
[a]? = + 18°. 
4,324 mg Subst. (bei 105° i. V. getr.): 12,34 mg CO,, 4,23 mg H,0. 
Gef. C 77,83 H 10,94. 
Auch diese Fraktion besteht aus Octahydrohormonen. 


Bei weiterem Einengen der Mutterlauge und Zugabe von Petrolither 
fallen noch 15 mg Krystalle vom Schmelzp. 140—160° aus. 

Die Mutterlauge wird nun i. V. eingedampft und der Riickstand mit 
Petrolither verrieben. Die filtrierte Lésung wird wieder eingedampft und 
der erhaltene Sirup aus Methylalkohol-Wasser umkrystallisiert. 160 mg 
sehr schéne Krystalle, die bei 90° anfangen zu schmelzen, aber erst bei 
95—100° klar geschmolzen sind. Beim Trocknen der Substanz bei 10 mm 
und etwa 80° findet Sublimation statt. Auch die so getrocknete Substanz 
zeigt den gleichen Schmelzpunkt. 


3,765, 3,290 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 11,40, 9,96 mg CO,, 3,87, 
3,34 mg H,0. 
C,,H3,0 (262) Ber. C 82,44 H 11,45 
Gef. ,, 82,57, 82,56 ,, 11,50, 11,36. 
10,0 mg in absolutem Alkohol auf 1 cem, 0,5 dm, « = + 0,05°. 
[a]? = + 10° 


Wiederholung des Versuches. 1g Hormon wird wie oben hydriert 
und nimmt 587—130 = 457 cem H, auf (ber. 415 ccm fiir 5H, auf 1 Mol.). 
Die Lésung wird neutralisiert, filtriert und eingedampft, der Riickstand 
hierauf in Benzol gelést und durch wiederholtes Ausschiitteln mit 0,5 n-NaOQH 
yon etwas alkaliléslichen Produkten befreit. Die getrocknete Benzollésung 
wird stark eingeengt und mit Petrolither versetzt. Beim Stehen im Eis- 
schrank krystallisieren (nach wiederholtem Einengen und Zugeben von 
Petrolither) insgesamt 430 mg vom Schmelzp. 160—174° aus. 


2,430, 4,495 mg Subst. (bei 105° i. V. getr.): 6,885, 12,715 mg CO,, 
2,475, 4,435 mg H,O. 
C,gH3,0, (278) Ber. C 77,63 H 10,87 
Gef. ,, 77,27, 77,12 ,, 11,40, 11,04. 


Dieses Gemisch aller gebildeten Octahydrohormone gibt in 90°/,igem 
Alkohol mit Digitonin auch nach mehreren Tagen keine Fillung, wihrend 
Neoergosterin in kurzer Zeit einen allmihlich sich vermebrenden Nieder- 
schlag gibt. Durch hiiufiges Umkrystallisieren aus Benzol-Petrolither, auch 
durch Hochvakuumsublimation, liBt sich aus dieser Gesamtfraktion ein 
Octahydrohormon vom Schmelzp. 205—206° (unkorr.) bzw. 210—211° (korr.) 
gewinnen. 

Drehung: 9,798 mg in absolutem Alkohol auf 1 ccm, 1 dm, (Mikro- 

— 0 
rohr), « = + 0,07°. [w}2? = + 7,29, 

In den Mutterlaugen befinden sich niedriger schmelzende Isomere. 

Ein kleiner Anteil schmilzt bei 154—155° (unkorr.). 











Withelm Dirscherl, 


10,22 mg in absolutem Alkohol auf 2 ccm, 1 dm, « = + 0,16° 
fos? = + 81,4°. 

Die Mutterlauge der 430 mg wird, nachdem mit Petrolither nichts 

mehr fillt, eingedampft und der Riickstand aus Methylalkohol durch vor. 


sichtigen Zusatz von Wasser umkrystallisiert. 200mg sehr schéne Krystalle () 
vom Schmelzp. 95—97°. 


4,160 mg Subst. (bei 70° i, V. getr.): 12,515mg CO,, 4,485 mg H,0. 
C,,H,O (262) Ber. C 82,44 H 11,45 Gef. C 82,08 H 11,93. 
Drehung: 0,1754 g in Alkohol auf 5 cem, 1 dm, « = + 0,21°:' 
[a]2* = + 6,0°. 
I gibt bei 2maliger Umkrystallisation aus Methylalkohol-Wasser 100 mg, 
die bei 100° triib, bei 104—105° (unkorr.) klar schmelzen. 
Drehung: 29,8 mg in absolutem Alkohol auf 2 cem, 1 dm, « = + 0,04°, 
[o]2? = + 2,6°. 
Aus diesen 100 mg werden bei nochmaliger Umkrystallisation 50 mg 
von unverindertem Schmelzpunkt erhalten. 
48,2 mg in absolutem Alkohol auf 2 ccm 1 dm, a = + 0,045°. 
[o]2? = + 1,8° 
4,472 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 13,460 mg CO,, 4,545 mg H,0O. 
C,,H,,0 (262) Ber. C 82,44 H 11,45 Gef. C 82,09 H 11,38. 
Aus der Mutterlauge von I schieden sich bei lingerem Stehen 120 mg 


Krystalle (II) ab, die bei 85° anfangen zu schmelzen, aber erst bei 92° klar 
geschmolzen sind. 


81,3 mg in absolutem Alkohol auf 2 ccm, 1 dm, o = + 0,52° 
[a]i® = + 12,8°. 
Nach nochmaliger Umkrystallisation Schmelzp. 90—98°, nach weiterer 
Umkrystallisation 50 mg vom Schmelzp. 96—100°. 
26,0 mg in absolutem Alkohol auf 2 cem, 1 dm, o = + 0,16°. 
[~]22 = + 12,3°. 
3,833 mg Subst. (bei 56° i. V. getr.): 11,560 mg CO,, 3,825 mg H,O. 
C,,HaO (262) Ber. C 82,44 H 11,45 Gef. C 82,25 4H 11,16. 
Beide Hexahydro-desoxohormone verhalten sich gegeniiber Digitonin 
gleich. Je 3—5 mg wurden in 0,5 ccm 90°/,igem Alkohol mit 0,5 cem 
1°/,iger Digitoninlssung (in 90°/,igem Alkohol) versetzt. Nach einiger Zeit 
traten Fiillungen auf, die beim Erwirmen wieder in Lésung gingen und 
deren Lisungen mit Cholesterin in der Hitze schwerldsliche Verbindungen 
gaben. 
Hydrierung des Hormons in Eisessig bei Zimmertemperatur. 
200 mg Hormon in 60 ccm Eisessig (Merck), 100 mg PtO,. Nach einigen 
Stunden ist die Aufnahme beendet, man gibt frischen Katalysator zu und 


schiittelt so lange weiter, bis weiterer Zusatz von PtO, keine Wasserstoff- 
aufnahme mehr bewirkt. Es werden etwa 3 H, auf 1 Mol. aufgenommen. 
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Die Lésung wird filtriert, mit Benzol versetzt und mehrmals mit Wasser 
entmischt. Die abgetrennten wiBrigen Lésungen werden noch einmal mit 
Benzol ausgeschiittelt und hierauf die vereinigten Benzollésungen getrocknet, 


nichts auf einige Kubikzentimeter eingeengt und mit Petrolither versetzt. Ein- 
ch vor. engen und Zugabe von Petroliither wird mehrmals wiederholt. Beim Stehen 
talle (1) im Eisschrank scheiden sich schéne Krystalle ab (I), etwa 20—-40°/, des 
Ausgangsmaterials, je nach den Bedingungen (Wassergehalt der Essig- 

H, 0. siure usw.). I ist in Alkali unléslich, wird von geringen Mengen alkali- 


léslicher Produkte befreit. Ketogruppen sind nicht nachweisbar (Titration). 


ae. Schmelzpunkt etwa 160—190°, manchmal auch héher. Durch Sublimation 
im Hochvakuum oder hiufiges Umkrystallisieren aus Benzol—Petrolither 
erhalt man etwa 10°/, der Fraktion I als Octahydrohormon vom konstanten 
Schmelzp. 205—206° (unkorr.) bzw. 210—211° (korr.). 

00 mg, 


12,787 mg in absolutem Alkohol auf 2 ccm, 1 dm, « = + 0,05°. 
0,04°, [a]f° = + 7,8°. 

Der Mischschmelzpunkt mit dem bei der Hydrierung in saurem Alkohol 
erhaltenen Octahydrohormou vom gleichen Schmelzpunkt (und gleicher 


50 mg Drehung) zeigte keine Erniedrigung. Mit Digitonin erfolgte in 90°/,igem 
Alkohol keine Fiillung. 

Aus der Mutterlauge dieses hochschmelzenden Octahydrohormons lassen 
sich niedriger schmelzende Anteile gewinnen, die bei etwa 130—160° 

' schmelzen. In ihnen ist offenbar ein Stoff vom Schmelzpunkt etwa 155° 

H,0. enthalten. . 

38. Die Mutterlauge von I wurde zur Trockne gedampft und ein ziher, 

20 mg farbloser Sirup erhalten (II), dessen Menge je nach den Reaktionsbedingungen 

‘a. 60—80°/, des Ausgangsmaterials betriigt. 

Mit einem Teil des Sirups (II) wurde eine Hydroxylamintitration 
durchgefiihrt, sie ergab etwa 30°/, CO-Kérper. Durch Ausziehen der 
wiBrig-alkoholischen Lésung mit Benzol und Reinigung lieB sich eine ge- 
ringe Menge Octahydrohormon vom Schmelzp. 203° gewinnen. 

—— Ein anderer Teil des Sirups wurde der Hochvakuumsublimation unter- 
worfen und lieferte einen allmihlich krystallisierenden Kérper vom Schmelz- 
punkt 90—92° (triib). Nach Umkrystallisation aus Methylalkohol-Wasser 
Schmelzp. 90—92° (triib), 98° (klar). 

8,02 mg in absolutem Alkohol auf 1 ccm, 1 dm, « = + 0,18°. 

O. [o]2? = + 22,4°. 

16. Nach Schmelzpunkt und Léslichkeit handelt es sich sehr walhrschein- 

onin lich um ein Hexahydro-desoxohormon bzw. ein Isomerengemisch. Die Sub- 

eem stanz reichte nicht fiir die Analyse. 

Zeit Die Hauptmenge des Sirups, 500 mg, wurde von kleinen Mengen 

und alkaliléslicher Stoffe befreit, hierauf die Benzollésung auf etwa 5 cem ein- 

gen geengt und Petrolither zugegeben. So wurden noch 115 mg Krystalle vom 
Schmelzp. 145—160° erhalten, ein Gemisch isomerer Octahydrohormone. 

ur. Semicarbazon von Hexahydro-follikelhormon(en). 270 mg Sirup (II) 

ren wurden in einigen Kubikzentimetern Alkohol mit 270 mg salzsaurem Semi- 

ind carbazid und 270 mg CH,COONa (in 5,5 ccm 50°/,igem Alkohol) versetzt. 
off- Da sich das Semicarbazon durch Umkrystallisation nicht rein gewinnen 
en. lieB, wurde die alkoholisch-wiBrige Lésung (1:1) 6fters mit Petrolither 
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ausgezogen. Beim Einengen des Petrolithers wurden 30 mg krystallisiertes 
Semicarbazon vom Schmelzp. 255° (253° sintern) erhalten. 


5,885, 6,745 mg Subst.: 0,637, 0,725 cem N (28°, 769 mm). 
C,oHs,0.N, (833) Ber. N 12,61 Gef. N 12,64, 12,55. 
8,815 mg in Chloroform—Alkohol (3:1) auf 2cem, 1 dm, « =+ 0,34". 
[o]22 = + 77,2°. 


Hydrierung des Hormons in Eisessig bei 40°. 200 mg Hormon 
in 80 cem 80°/,iger Essigsiure, 100 mg PtO,. Es wird mehrmals Platinoxyd 
zugegeben. Nach einigen Stunden ist die Aufnahme beendet. Die Lésung 
wird abfiltriert, mit Benzol versetzt und mit Wasser mehrmals entmischt. 
Die getrocknete Benzollésung wird im Vakuum stark eingeengt und mit 
Petrolither versetzt. 45—50 mg eines Gemisehes von Hormon und Dihydro- 
hormon. In anderen Versuchsansiitzen fielen an dieser Stelle alkaliunlésliche 
Stoffe von niedrigem Schmelzpunkt aus. 

Wenn mit Petrolither nichts mehr ausfillt, dampft man die Mutter 
lauge im Vakuum ein und erhilt einen farblosen, zihen Sirup, der zu etwa 
2/, aus Ketok6érpern besteht (Titration) und in Alkali unléslich ist. 


4,695 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 13,55 mg CO,, 4,34 mg H,O. 


C,sHes0, (276) Ber. C 78,3 H 10,2 Gef. C 178,71 H 10,35 
Ci3Hs 0, (278) te oe » 109. 


Die gefundenen Werte stimmen auf Hexahydrohormon, das allerdings 
in einem Gemisch mit 1/, anderer Hydrierungsprodukte vorliegt. 


2,4-Dinitrophenylhydrazon. 100 mg Sirup werden mit 100 mg 
2,4-Dinitrophenylhydrazin in Alkohol unter Zusatz von etwas Eisessig einige 
Zeit auf dem Dampfbad erhitzt. Beim Abkiihlen scheiden sich 85 mg braun- 
gelbe Krystalle ab, die bei 100—105° unscharf schmelzen. Da infolge der 
auBerordentlich groBen Léslichkeit eine richtige Umkrystallisation nicht 
méglich war (schéne Krystalle erhilt man nur beim langsamen Verdunsten 
einer Lésung in Eisessig), haben wir dieses rohe Hydrazon analysiert. 

3,535 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 0,385 eem N (23°, 743 mm). 

C,,H,,0,N, (456) Ber. N 12,3 Gef. N 12,57. 


Semicarbazon. Das in iiblicher Weise dargestellte Derivat wurde 
aus alkoholisch-wiS8riger Lésung (1:1) lingere Zeit mit Petrolither aus- 
gezogen und dann aus Benzol—Petroliither umkrystallisiert. Schmelzp. 254 
bis 255° (unter Blasenbildung). Von dem oben beschriebenen Semicarbazon 
vom gleichen Schmelzpunkt unterscheidet sich das hier erhaltene Semicarb- 
azon durch seine offenbar griéBere Léslichkeit in Alkohol. 

1,674 mg Subst.: 0,182 ecm N (25°, 756 mm). 

C,9H,,0,N, (888) Ber. N 12,61 Gef. N 12,39. 

4,573 mg in absolutem Alkohol auf 1 ccm, 1 dm, « = + 0,21°. 


[a]2° = + 46° 


Herrn P. Vogler danke ich fiir seine treue Mitarbeit, den Herren 
Dr. Kraus und Dr. Hanusch fir gelegentliche Unterstiitzung. 
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Untersuchung der Kritengalle. 


Von 


Tayei Shimizu und Taro Kazuno. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Dezember 1935.) 


III. Trioxy-isosterocholensdure C,,H,,0, aus Wintergalle. 


In der vorigen Mitteilung') hat einer von uns berichtet, dab 
in der Wintergalle von Kréten eine als Trioxy-bufo-sterocholen- 
siure bezeichnete ungepaarte Siiure von der Formel C,,H,,O, vor- 
kommt. Durch Abbau wurde diese Summenformel C, H,,0, sicher- 
gestellt, woriiber in der niichsten Mitteilung berichtet werden soll. 
Es ist allordings sehr schwer, die Saiuren C,,H,,0,, C,,H,,O, und 
C,,H,,0, durch die Analyse voneinander zu unterscheiden, 

Die Trioxy-bufo-sterocholensiure und die ihr isomere Saure 
wurden teils direkt aus der Galle mit Ather extrahiert oder auch 
nach Siittigung der Galle mit Kohlensiure und weiterem An- 
siuern mit Kisessig oder mit Mineralsiure erschépfend ausgeithert. 
Nachdem man die durch Ather isolierte Trioxy-bufo-sterocholen- 
siure als krystallisierten Methylester gewonnen hatte, wurde aus 
ihrer Mutterlauge durch Fraktionierung mit n/10-NaOH eine 
neue Sterocholensiure vom Schmelzp. 227° erhalten, die in krystall- 
wasserhaltigen lanzettformigen Nadeln krystallisiert und nach der 
Analyse auch der Formel C,,H,,O, entspricht. Diese Saiure ent- 
hilt drei sekundaére Hydroxylgruppen und eine Doppelbindung. 
Sie ist ungesittigt, addiert Brom und entfarbt Permanganatlésung. 
Sie bildet mit Diazomethan einen in Prismen krystallisierenden 
Methylester vom Schmelzp. 220°. Die neue Siure ist also isomer 
mit der Trioxy-bufo-sterocholensiure, und wir méchten sie als 
Trioxy-isosterocholensiure bezeichnen. Bei der Hydrierung liefert 
sie eine Sterocholansiure C,,H,,O,, die von der aus Trioxy-bufo- 


2848 
sterocholensiure gewonnenen pg verschieden ist. Die Trioxy- 


1) T. Shimizu u. T. Oda, Diese Z. 227, 74 (1934). 
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isosterocholenséiure liefert bei der Oxydation mit Chromsiure 
eine ‘Triketo-isosterocholensiure, deren Methylester ein Trioxim 
ergibt. Durch energische Reduktion nach Clemensen wird diese 
Ketosiure unter Erhaltung der Doppelbindung zu einer Isostero- 
cholensiture C,,H,,0,, diese durch weitere Hydrierung mit Platin- 
oxyd zu einer gesittigten Isosterocholansiure hydriert. 

Diese Isosterocholansiiure sowie die Isosterocholensiure zeigen 
keine Liebermannreaktion. Die neue Saiure vom Schmelzp. 227” 
l4Bt sich in Eisessiglésung bei Gegenwart von Platinoxyd zu einer 
Iso-trioxysterocholansiure hydrieren, die durch Behandlung mit 
Chromsiure in eine gesiattigte Triketosiure iibergefithrt wird, 
welch letztere auch in Alkohollésung durch Hydrierung bei Gegen- 
wart von Palladiumschwarz aus der ungesiattigten Triketo-iso- 
sterocholensiure erhalten wird. 

Bei der Bromierung in Eisessig liefert die neue Siure eben- 
falls ein Bromid, welches in Ammoniak unldslich ist, woraus ge- 
schlossen werden diirfte, daB sich die Doppelbindung in der Seiten- 
kette, und zwar in 0-Stellung zur Carboxylgruppe, befindet, da 
die Doppelbindung der Trioxy-bufo-sterocholensiure zwischen 
C,.—C,, liegt’). 

Die Stammsiure, Isosterocholansiure C,,H,,0,, aus der neuen 
Saure und ihre Derivate sind von den Derivaten aus Trioxy- 
bufo-sterocholensiure, wie in der folgenden Tabelle gezeigt wird. 
ganz verschieden. 
































Trioxy-isosterocholensiiure Trioxy-sterocholensiure 

tia Krystallform a | Krystallform 
Siure .... 227 | Prismat. Nadeln 160 _ Nadeln 
Methylester . . 220 | 6 seitig. Prismen | 171—172 | ‘ 
Dehydrosdure . 214 |  Blattchen 268—269 | ‘ 
Cholensiiure, . | 186,5—187 Nadeln 142—144 Blittchen 
Cholansiiure. . 149—149,5 | Prismat. Nadeln | 161—162 Nadeln 
-methylester. . 90—90,5 | Nadeln 105 | Blattchen 
~ Liebermanns * apart ys rae 

nt ——>- > te — . 

agg eager Violettrot Kirschrot Gelb Kirschrot 

[o]2° = + 46,95 (Methanol) [@]p = — 13,42 (Methanol) 


Die neue Trioxy-isosterocholensiure zeigt keine Hammarsten- 
sche Reaktion, fiir welche nach Yamasaki?) die Anwesenheit 


1) T. Shimizu u. T. Kazuno, noch nicht publiziert. 
*) J. of Biochem. 18, 311 (1933); Diese Z. 220, 42 (1933). 
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dreier sekundiarer Alkoholgruppen oder einer Doppelbindung im 
Ring B des Gallensiuremolekiils aufer der OH-Gruppe in Ring A 
und C notwendig sein soll. Somit miissen sich die drei sekundiren 
Alkoholgruppen der neuen Isosterocholensiure in einer anderen 
Stellung des Molekiils befinden als die der Trioxy-bufo-stero- 
cholensiure oder der Cholsiure. 

Wenn die Gallensiiure aus Ergosterin gebildet werden kénnte, 
so miBten seine konjugierten Doppelbindungen im Organismus 
hydratisiert werden, um die neuen sekundiren Alkoholgruppen 
zu bilden, und zwar entweder an der gleichen Stelle oder unter 
Verschiebung. 

Es ist schlieBlich noch zu bemerken, daB die Trioxy-stero- 
cholensiiure sowie die Isosterocholensiure auch aus Sommergalle 
auf gleiche Weise leicht erhalten werden kann, obwohl ihre Menge 
im Verhiltnis zu der aus Wintergalle ganz gering ist. 


Beschreibung der Versuche. 


Trioxy-isosterocholensaure. Nachdem wir Trioxy-sterocholensiure 
nach der Vorschrift von Shimizu und Oda’) als Methylester aus der 
Wintergalle (3 Liter von 3700 Kréten) krystallinisch entfernt und Tetra- 
oxybufostan nach Makino?) durch Kochsalz ausgesalzen hatten, wurde die 
Galle mit Kohlensiiure gesiittigt und mit Ather e rachépfend, (18 mal) aus- 
ceschiittelt, bis der Ather sich nicht mehr anfirbte. Aus diesem Atherextrakt 
wurde eine neue Siiure in 10°/,ige Natriumearbonatliésung aufgenommen und 
aus ihr unter Ansiiuerung mit Essigsiiure eine schwach gelblichgriine Fallung 
erhalten, die gut getrocknet und mit Petrolither von Fettsiéuren befreit 
wurde. Diese gut getrocknete Fillung wurde im Soxhlet mit wasserfreiem 
Ather extrahiert. yee diesem Atherextrakt wurde bei der Methylierung 
mit Diazomethan eine kleine Menge von krystallisiertem Trioxy-bufo-stero- 
cholensiuremethylester (Schmelzp. 171— 172°) erhalten, wobei der Hauptteil 
des Esters amorph blieb und der folgenden fraktionierten Krystallisation 
unterworfen wurde. 

Die bereits mit Kohlensiiure behandelte Galle wurde nach Ansduern 
mit Essigsiiure nochmals mit Ather erschépfend extrahiert. Dagegen wurde 
diesmal eine in wasserfreiem Ather unlésliche Siiure erhalten. Die beiden 
in Ather unléslichen Fraktionen wurden in Methanol mit Diazomethan ver- 
estert, wobei sich der Ester beim Umkrystallisieren aus Methanol gallert- 
artig abschied. Aus diesem Gallert wurde eine geringe Quantitit eines 
krystallisierten Esters erhalten, der bei 235° schmilzt, aber nicht weiter be- 
arbeitet werden konnte. Hieriiber soll in der nichsten Mitteilung berichtet 
werden. 

Die nicht krystallisierte Gallerte wurde in 5°/,iger alkoholischer 
Kalilauge 5 Stunden lang auf dem Wasserbade hydrolysiert, worauf dieses 
Hydrolysat mit einer groBen Menge Wasser vermischt wurde. Diese Lisung 





) Asm GD, 2) Diese Z. 220, 49 (1933). 
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wurde unter Ansiuern mit Essigsiiure gefallt und abfiltriert. Die ge- 
trocknete pulverisierte Fillung wurde in einem Liter Ather gelést, mit 
335 cem n/10-NaOH, in 10 Fraktionen geteilt und 10 mal im Scheidetrichtey 
gut geschiittelt. Dann wurden diese 10 alkalischen Fraktionen gesondert 
mit Essigsiiure angesiuert. 

Die dabei ausgefillten Niederschliige wurden gesondert gut getrocknet, 
je einzeln in ein wenig Methanol gelést und mit Diazomethan verestert. 
Jede einzelne Esterfraktion wurde aus Methanol umkrystallisiert, wobei der 
den ersten 45 ccm und den letzten 100 ccm n/10-NaOH entsprechende Ester 
nicht krystallinisch, wohl aber der den mittleren 190 ecm n/10-NaOH ent- 
sprechende Ester aus verdiinntem Methanol in glinzenden Blattchen ab- 
geschieden wurde, welche bei 180—190° schmolzen. Der aus Methanol 
wiederum umkrystallisierte Ester schmilzt bei 205—210° unscharf, jedoch 
sind die Krystalle mikroskopisch einheitlich. 

Die nicht krystallisierte Esterfraktion wurde durch Hydrolyse wieder 
in freie Siure tibergefiihrt und nochmals in Atherlésung mit n/10-NaOH 
fraktioniert. Aus der mittleren Fraktion wurde unter den gleichen Be- 
dingungen wie vorher der bei 205—210° schmelzende Ester gewonnen. 
Diese Behandlung wurde 4—5 mal wiederholt. Gesamtmenge 4,9 g. 

Dieser Ester wurde nun mit 5°/,iger alkoholischer Kalilauge hydro- 
lysiert und das Hydrolysat nach dem Verdampfen des Alkohols unter An- 
siuerung mit Essigsiure ausgefillt. Die Fiallung wurde in Methanol! 
digeriert, wobei sich nur die Hiilfte krystallinisch abschied. 

Die Krystalle wurden mehrmals umkrystallisiert. Die in lanzett- 
férmigen Nadeln krystallisierte Siure schmilzt scharf bei 227°. 


Die élig abgeschiedene andere Hilfte wurde wieder mit Diazomethan 
verestert und der Ester in Methanol digeriert. Der aus Methanol mehrmals 
umkrystallisierte Ester schmilzt bei 205—210°, aus ihm wurde, wieder durch 
Verseifung, eine bei 227° schmelzende Siiure erhalten. Ausbeute 1,7 g. 

Diese neue Siure ist die Trioxy-isosterocholensiure. Da der von der 
Siure befreite Rest eine stark positive Hammarstensche Reaktion zeigte, 
haben wir aus ihm Cholsiure zu isolieren versucht; es war aber vergebens. 
Aus diesem Rest wurde jedoch nach der Vorschrift von Wieland und 
Kishi') durch Fraktionierung mit Natriumphosphatlésung eine Siure er- 
halten, die nur als Natriumsalz krystallisiert, bei 252° schmilzt und eine 
stark positive Hammarstensche Reaktion ergibt. Weiteres soll in der 
nichsten Mitteilung berichtet werden. 

Die Trioxy-isosterocholensiure fiirbt sich mit Essigsiureanhydrid- 
schwefelsiure anfangs violettrot, dann kirschrot. Die Siure ist in Alkalilaugen 
leicht léslich, aus konzentrierten Alkalilaugen scheidet sie sich jedoch 
gallertig ab. Sie zeigt die Pettenkofersche Reaktion, aber nicht die von 
Yamasaki modifizierte Hammarstensche Reaktion. Sie hat keinen 
Geruch, keinen Geschmack und ist in Methanol und Athanol leicht, in 
Ather ziemlich leicht und in Petrolither und Wasser nicht lislich. Die 
ammoniakalische Liésung der Siure kann durch Bariumehlorid gefiillt 
werden. Die Siure ist krystallwasserhaltig und krystallisiert aus ver- 
diinntem Methanol in prismatischen Nadeln aus. 


1) Diese Z. 214, 47 (1933). 
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Mol.-Gew. nach Rast: 0,228, 0,197 mg Subst., in 2,910, 2,600 mg 
Campher, 4 = 7,2, 7,4°. 
C,,H,,0; Ber. 462,4 Gef. 425. 
Spezifische Drehung: 0,756 g Subst. (krystallwasserhaltig) in 10 ccm 
Methanol, 2 dm, [«] = + 0,71°. 
[a]2° = + 46,95°. 
5,069, 5,158 mg Subst.: 13,400, 13,660 mg CO,, 4,490, 4,560 mg H,0O. 
C.,H,.0; Ber. C 72,68 H 10,02 
Gef. » 12,18, 72,28 ,, 9,90, 9,90. 
Methylester. 30 mg Siure wurden in Methanol mit Diazomethan 
verestert; der Ester wurde aus Methanol umkrystallisiert. Prismen vom 
Schmelzp. 220°. 
5,251, 5,015 mg Subst.: 14,090, 13,405 mg CO,, 4,725, 4,520 mg H,0. 
C.9H,,0; Ber. C 73,06 H 10,15 
Gef. ,, 73,21, 73,08 ,, 10,07, 10,11. 
Triketo-isosterocholensaure. 1,3 g Siure wurde in 20 ccm Kisessig 
unter Zusatz von 9 cem einer 10°/, igen Chromsiiure—Eisessiglésung '/, Stunde 
bei etwa 20° stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde mit viel 
schwefliger Siure versetzt, iiber Nacht stehen gelassen und dann abfiltriert. 
Die Fallung wurde aus Eisessig mehrmals umkrystallisiert. Blittchen vom 
Schmelzp. 214°. Bei der Liebermannschen Reaktion zeigt sich eine 
schwach gelbe Farbe. Ausbeute 0,51 g. 
4,488, 4,955 mg Subst.: 12,085, 13,360 mg CO,, 3,580, 3,880 mg H,0. 
CogHesO; Ber. C 73,63 H_ 8,84 
Gef. » 13,48, 73,58 ,, 8,93, 8,76. 
Methylester der Triketosaure. 0,1 ¢ der Siiure wurde in Methanol 


mit Diazomethan verestert und der Ester aus Methanol umkrystallisiert. 
Die in Nadeln krystallisierte Siure schmilzt bei 184—-186°. 
4,800 mg Subst.: 12,985 mg CO,, 3,790 mg H,0. 
C.9H,.0, Ber. C 73,99 H 9,00 
Gef. » 18,80 » 9,08. 

Trioxim. 55 mg des Esters wurden in 5 cem Alkohol unter Zusatz 
einer alkoholischen Lisung von 40 mg Hydroxylaminchlorhydrat und 0,1 g 
Natriumacetat auf dem Wasserbade 4 Stunden lang erwiirmt und durch 
Verdiinnen mit Wasser gefillt. Die Fillung wurde aus Methanol um- 
krystallisiert. Das in Nadeln krystallisierte Oxim zersetzt sich unter 
Briiunung bei 231°. 

3,357, 2,745 mg Subst.: 0,228 (23°, 756 mm), 0,190 (24°, 756 mm) eem N. 

C.5H,,0;N5 Ber. N 8,15 Gef. N 17,79, 7,91. 

Isosterocholensaure. 0,31 g Triketo-isosterocholensiiure wurden in 
50 cem Eisessig gelést, mit 10g frischem Zinkamalgam bis zum Sieden 
erhitzt und unter allmihlichem Zusatz einer Mischung von 50 ccm konzen- 
trierter Salzsiure und 50 cem Eisessig 8 Stunden erhitzt. Nach dem Erkalten 
wurde die krystallinisch abgeschiedene Siure abgesaugt und mit Wasser 
gewaschen. Die aus Eisessig umkrystallisierte Siure krystallisiert in Nadeln 
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und schmilzt bei 186,5—187°, Sie addiert Brom und entfirbt Permanganat- 


lésung, zeigt jedoch keine Liebermannsche Reaktion. Ausbeute 50 me. 
4,575, 5,187 mg Subst.: 13,590, 15,380 mg CO,, 4,570, 5,110 mg H,0. 


CoH, -0- Ber. C 81,09 H 11,19 
Gef. ,, 81,02, 80,90 ,, 11,18, 11,02. 


Methylester. 10 mg Isosterocholensiiure wurden in Ather mit Diazo 
methan verestert. Der aus Methanol umkrystallisierte Ester krystallisier: 
in Nadeln. Er schmilzt bei 117°. 


4,477 mg Subst.: 13,285 mg CO,, 4,460 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 81,23 H 11,29 Gef. C 80,95 H 11,15. 


Isosterocholansdure. 40 mg Isosterocholensiiure wurden in 8 ccm 
Alkohol mit 40 mg Platinoxyd unter Wasserstoff geschiittelt. Die Lésung 
hatte nach 10 Minuten ein Mol Wasserstoff aufgenommen und wurde abfiltriert. 
Das Filtrat wurde abgedampft und der Riickstand aus Eisessig umkrystalli 
siert. Die in Nadeln krystallisierte Siiure schmilzt bei 149—149,5°. 

Kalium- und Natriumsalz der Siiure sind in Wasser schwer, in Athano! 
und Methanol leicht léslich. Die Siure zeigt keine Liebermannsche 
Reaktion. 


4,664, 3,840 mg Subst.: 13,750, 11,335 mg CO,, 4,820, 4,010 mg H,0. 


C,,H,,0, Ber. C 80,62 H 11,62 
Gef. ,, 80,48, 80,54 ,, 11,57, 11,69. 


_ Isosterocholanséuremethylester. Die Siure wurde in Ather mit 
Diazomethan verestert. Der aus Methanol umkrystallisierte Ester krystalli- 
siert in Nadeln. Er schmilzt bei 90—90,5°. 


Trioxy-isosterocholansaure. 0,267 g Trioxy-isosterocholensiiure wur- 
den in 15 cem Eisessig gelést, mit 100 mg Platinoxyd unter Wasserstofi 
in der Birne 30 Minuten geschiittelt und abfiltriert. Die Siure hatte nach 
15 Minuten mehr als 1 Mol Wasserstoff aufgenommen. Das Filtrat wurde mit 
Wasser ausgefillt und abfiltriert. Die aus Methanol mehrmals umkrystallisierte 
Sdure krystallisiert in glashellen prismatischen Nadeln, sintert stark bei 133° und 
schmilzt bei 200°. Sie hat einen Doppelschmelzpunkt und zeigt bei der Lieber- 
mannschen Reaktion anfangs eine purpurrote, dann eine kirschrote Farbe. 


Spezifische Drehung: 15,4 mg Subst. in 10 cem Methanol, 2 dm. 
a=+0,12; [a], =+ 38,96% 
4,851, 4,732 mg Subst.: 12,815, 12,595 mg CO,, 4,400, 4,470 mg H,O 
CuO, Ber. C 12,36 H 10,42 
Gef. ,, 72,07, 72,56 ,, 10,14, 10,57. 


Trioxy-isosterocholansauremethylester. Der Ester wurde mit Diazo- 
methan in der iiblichen Weise aus der Siiure bereitet. Der aus Methanol! 
in glinzenden Nadeln krystallisierte Ester schmilzt bei 162°. 


Triketo-isosterocholansaure. 0,13 g Trioxy-isosterocholansiure wur- 
den in 5 cem Eisessig unter allmiihlichem Zusatz von 2 ccm einer 5°/,igen 
Chromsiiure-Eisessiglésung eine Zeitlang stehen gelassen. Das Reaktions- 
gemisch wurde mit schwefeliger Siure versetzt und wiederum einige Zeit 
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stehen gelassen. Die Fallung wurde aus Eisessig mehrmals umkrystallisiert. 
Die in Nadeln krystallisierte Siure schmilzt bei 234°. Bei der Lieber- 
mannschen Reaktion zeigt sie eine schwache Gelbfiirbung. Ausbeute: 50 mg. 


4,955, 5,012 mg Subst.: 13,175, 13,340 mg CO,, 4,030, 4,070 mg H,0. 


C,,H,.0, Ber. 173,31 H 9,24 
Gef. 72,55, 72,60 ,, 9,10, 9,09. 


Triketo-isosterocholansauremethylester. In Ather mit Diazomethan 
verestert. Der aus Methanol umkrystallisierte und in Nadeln krystallisierte 
Ester schmilzt bei 223—224°. 


Triketo -isosterocholansiure aus Triketo-isosterocholensaure. 
50 mg Triketo-isosterocholensiiure wurden in 5 cem Alkohol mit 50 mg 
Palladiumschwarz unter Wasserstoff eine Stunde geschiittelt, wobei 1 Mol 
Wasserstoff aufgenommen wurde, und von Palladium abfiltriert. 

Das Filtrat wurde mit Wasser verdiinnt. Die dabei abgeschiedene 
Fillung wurde wieder abfiltriert und aus Eisessig mehrmals umkrystallisiert. 
Die in Nadeln krystallisierte Siéiure schmilzt bei 235° und zeigt keine 
Depression mit der aus Trioxy-isosterocholansiure gewonnenen. 

Diese Triketo-isosterocholansiure wurde in Ather mit Diazomethan 
verestert. Der aus Methanol in Nadeln krystallisierte Ester schmilzt bei 
2283—224°, Der Ester wurde in Methanol mit Hydroxylaminchlorhydrat 
und Natriumacetat auf dem Wasserbade 5 Stunden lang erwirmt. Der 
durch Verdiinnen mit Wasser ausgefillte Niederschlag wurde aus Methanol 
umkrystallisiert. Das in Nadeln krystallisierte Oxim zersetzt sich bei 232° 


1,194 mg Subst.: 0,0882 eem N (25°, 738,5 mm). 
C,,H,;0;N3 Ber. N 8,15 Gef. N 8,22. 


Trioxy-isosterocholensaure-bromlakton. 0,1 g Trioxy-isosterocholen- 
siure wurde in 8 cem Eisessig gelést, mit 1,5 ccm einer 4°/,igen Brom— 
Kisessiglésung versetzt und einige Stunden stehen gelassen. Das Reaktions- 
gemisch wurde mit schwefliger Siiure ausgefillt. Die Fillung wurde mit 
Wasser gewaschen und aus Methanol umkrystallisiert. Das in Nadeln 
krystallisierte Lacton schmilzt bei 202°. Es ist in Ammoniak nicht léslich. 

Beim Trocknen mit Wasserdampf zeigt das Lacton eine schwach 
briiunliche Farbe. Wegen Mangels an Material wurde diese briunliche 
Substanz fiir die Analyse verwendet. 


3,982 mg Subst.: 8,860 mg CO,, 2,930 mg H,O. -— 8,237 mg Subst.: 
2,695 mg AgBr. 
C,,H,;0,Br Ber. C 62,07 H 8,38 Br 14,77 
Gef. ,, 59,51 ,, 826 ,, 18,92. 


Anhang. 


Bufo-sterocholansauremethylester. 10 mg Bufo-sterocholansiure 
wurden in Ather mit Diazomethan verestert. Der Ester krystallisiert aus 
Methanol in Blittchen; er schmilzt bei 105°. 

1,818 mg Subst.: 5,395 mg CO,, 1,930 mg H,0. 

C,,H,0, Ber. C 80,85 H 11,71 Gef. C 81,17 H 11,91. 
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IV. Konstitution der Trioxy-bufo-sterocholensaure. 

Kiner von uns hat mit Oda’) aus der Wintergalle von Kriten 
eine als ein Zwischenabbauprodukt des Ergosterins zu betrachtende 
Gallensiure, Trioxy-sterocholensiure, als Methylester krystallinisch 
isoliert. Da diese Saiure ein in Ammoniak unlésliches Bromlacton 
bildet, haben wir vorliufig die Doppelbindung in der Seitenkette 
zwischen C,,—C,, angenommen. Um die Stellung der Doppel- 
bindung sicher festzustellen, haben wir die Bufo-sterocholensiure 
nach der Vorschrift von Shimizu und Oda?) rein dargestellt. 
Thr Methylester wurde in Hisessig in der Kilte durch Ozon und in der 
Warme mit Chromsiure abgebaut. Dabei wurde eine Bis-nor-cholan- 
siure erhalten, die bei 207° und deren Methylester bei 123° schmilzt. 

Der Mischschmelzpunkt dieser Bis-nor-cholansiiure mit der 
a-Bis-nor-cholansiure”) aus Cholsiure sowie derjenige des Siure- 
esters mit dem «-Bis-nor-cholansiuremethylester zeigen keine 
Depression. Die aus Bufo-sterocholensiure erhaltene Bis-nor- 
cholansiure ist also héchstwahrscheinlich eine Siure der @-Reihe. 
Fir die endgiltige Entscheidung bedarf es noch der Feststellung 
ihrer spezifischen Drehung. Fiir die freundliche Zusendung der 
«-Bis-nor-cholansiiure méchten wir Herrn Geheimrat Wieland 
herzlichst danken. 

Die Doppelbindung der Trioxy-bufo-sterocholensiure liegt 
also in der 0-Stellung zur Carboxylgruppe der Seitenkette, und zwar 
zwischen C,,—C,, (I), genau wie es beim Ergosterin*) der Fall ist. 


CH, CH, CH, 
| | 
—CH—CH—CH—CH—CH—COOH 


20 22 23 


I 


Die meisten natiirlich vorkommenden Gallensiuren leiten sich 
von der Cholansiure (Cholsiiure, Desoxycholsiure, Hyodesoxychol- 
siure) ab. Die Trioxy-bufo-sterocholensiure gehért ebenfalls der 
Cholansiurereihe an. 


Beschreibung der Versuche. 


Bis-nor-cholansaure aus Bufo-sterocholensduremethylester. -- 
1. Durch Ozonabbau. 200 mg Ester wurden in gereinigtem Lisessig ge- 
lést und 30 Minuten lang mit Ozon durchstrémt. Dabei schied sich eine 
Fallung ab. Durch Destillation im Vakuum wurde das Ozonid von Eis- 
essig befreit. Es wurde mit 30 cem Wasser versetzt und unter 5 Stunden 


1) Diese Z. 227, 74 (1934). 
*) H. Wieland, O. Schlichting u. R. Jacobi, Diese Z. 161, 
80 (1926). 
*) F. Reindel u. H. Kipphan, Liebigs Ann. 493, 181 (1932). 
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langem Erwirmen auf dem Wasserbade zerlegt. Nach dem Erkalten wurde 
die Lésung mit Ather extrahiert und aus dieser itherischen Lisung die 


' Giure in n/1-Natronlauge aufgenommen, wobei sich das Alkalisalz zum 


Teil in Nadeln abschied. Aus dieser Lésung wurde unter Ansiuerung mit 
yverdiinnter Salzsiure eine Fillung erhalten, die aus Eisessig mehrmals um- 
krystallisiert wurde. Die langgestreckten, flachen, glashellen, prismatischen 
Krystalle schmolzen bei 207°. Auch nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
stieg der Schmelzpunkt nicht weiter. Die Krystalle sind in Alkohol und 
Ather leicht und in warmem Kisessig ziemlich leicht léslich. 

Der Schmelzpunkt dieser Siure liegt um 3° niedriger als derjenige 
der y-Bis-nor-cholansiiure und um 7° niedriger als der der «-Bis-nor-cholan- 
siure. Der Mischschmelzpunkt der Siiure mit «-Bis-nor-cholansiiure liegt 
bei 213°. Die beiden Siuren zeigen also keine Schmelzpunktsdepression. 


4,988, 1,541 mg Subst.: 14,415 mg CO,, 4,840, 1,560 mg H,0. 


C,H,,0, Ber. C 79,47 H 10,84 
Gef. ,, 78,85, 79,21'  ,, 10,86, 11,33. 


Methylester. 10 mg Bis-nor-cholansiiure vom Schmelzp. 207° wurden 
in Ather mit Diazomethan verestert. Der Ester krystallisiert in Blittchen. 
Er schmilzt bei 123°. Der Schmelzpunkt dieses Esters stimmt mit dem 
des y-Bis-nor-cholansiuremethylesters tiberein. 

«-Bis-nor-cholansiure vom Schmelzp. 214°, die uns Herr Geheimrat 
Wieland geschickt hat, wurde ebenfalls in Ather mit Diazomethan ver- 
estert. Dieser Ester krystallisiert auch in Blittchen. Er schmilzt bei 127,5°. 
Der Mischschmelzpunkt unseres Esters und des o-Bis-nor-cholanaiuremethyl- 
esters liegt bei 126°. Die beiden Ester zeigen also keine Schmelzpunkts- 
depression. 

Die durch Ozonabbau aus Bufosterocholensiuremethylester erhaltene 
Bis-nor-cholansiure ist also héchstwahrscheinlich eine Siure der a-Reihe, 
obwohl nicht sicher festgestellt wurde, ob sie zur a-Reihe oder zur y-Reihe 
gehért, da die spezifiseche Drehung unserer Siiure wegen Mangels an Material 
nicht bestimmt werden konnte. 


3,777 mg Subst.: 10,980 mg CO,, 3,760 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 179,70 H 11,06 Gef. C 79,33 H 11,14. 


2. Durch Abbau mit Chromsiure. 300 mg Bufosterocholensiure- 
methylester vom Schmelzp. 103—104° wurden in 10 cem Eisessig gelést und 
unter tropfenweisem Zusatz von Chromsiure-Kisessiggemisch (0,3 g CrO, 
und 8 cem Eisessig) bei 80° oxydiert. Das Reaktionsgemisch wurde im 
Vakuum von Eisessig befreit und mit Ather extrahiert. Aus dem Ather- 
extrakt wurde die Séure in n/1-Natronlauge aufgenommen, wobei sich das 
Alkalisalz in der Lauge abschied. Aus dieser Lauge wurde unter Ansiiuern 
mit verdiinnter Salzsiiure eine Siiure erhalten, die aus Eisessig in Prismen 
krystallisiert. Diese Séure schmilzt ebenfalls bei 207°. Ihr in Blittchen 
krystallisierter Methylester schmilzt bei 123°. 

Sowohl durch Ozonabbau als auch durch Oxydation mit Chromsiiure 
wurde aus Bufo-sterocholensiuremethylester dieselbe Bis-nor-cholansiure 
erhalten. Uber die andere Hilfte der Abbauprodukte des Bufo-sterocholen- 
siuremethylesters soll in einer weiteren Mitteilung berichtet werden. 











Die Verteilung chemisch markierter Antigene 

im Organismus normaler und sensibilisierter Tiere’), 
Von 

Felix Haurowitz und Franz Kraus. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitit in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Januar 1936.) 


In einer friiheren Arbeit [2. Mitteilung?)] haben wir gezeigi, 
daB sich Antigene, die durch kérperfremde Elemente chemisch 
 markiert“ sind, im Organismus der Tiere quantitativ bestimmen 
lassen. Mit Hilfe dieser Methode haben wir festgestellt, daB sich 
das Antigen ,,Arsanileiweib“ im Organismus des Kaninchens 
an den reticulo-endothelialen Organen anreichert und dort lange 
Zeit festgehalten wird. 

In der vorliegenden Mitteilung haben wir diese Versuche aui 
Meerschweinchen ausgedehnt, da sich diese Tiere in serologischer 
Hinsicht von Kaninchen deutlich unterscheiden. Sie neigen stirker 
zum anaphylaktischen Schock, enthalten dagegen im Blut nur kleine 
Mengen prizipitierender Antikérper. Offenbar sind ibre Antikérper 
an die Zellen gebunden?). — Unsere Versuche ergaben, daB auch 
ber Meerschweinchen die Hauptmenge des injizierten Antigens i 
den Organen des reticulo-endothelialen Systems, vor allem in der 
Leber, abgefangen wird (Tab. I). 

In weiteren Versuchen haben wir die Verteilung des Antigens 
am anaphylaktischen Schock untersucht. Wir haben Meerschweinchen 
durch Injektion eines Antiserums gegen ArsanileiweiB passiv 
sensibilisiert und ihnen dann ArsanileiweiB injiziert. Bei Injektion 
der dem Antiserum eben entsprechenden Dosis Antigen zeigten 


) 4. Mitteilung zur Chemie der Immunititsreaktionen. — 1.—3. Mit- 
teilung vgl. Breinl u. Haurowitz, Diese Z. 192, 45 (1930); 205, 259 (1932) 
und 214, 111 (1938). 

2) Vgl. hierzu die Lehrbiicher der Immuniiitslehre, ferner H. Sachs, 
in Oppenheimers Hdb. d. Biochem., Erg.-Werk, Bd. I, 973 u. Frankel, 
ebenda 8S. 1001 (1933). 
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die Tiere nur sehr leichte Symptome der Anaphylaxie. Sie wurden 
1 Stunde nach Injektion des Antigens getétet; das Antigen fand 
sich ebenso wie bei Normaltieren zum gréBten Teil in der Leber 
(Tab. IL). — Bei Injektion gréBerer Antigendosen gingen die Tiere 
unter den Erscheinungen des Schocks zugrunde. Infolge der Zufuhr 
groBer As-Mengen waren nun alle Organe mit As iiberschwemmt; 
zwischen den sensibilisierten und normalen Kontrolltieren ergab 
sich auch hier kein wesentlicher Unterschied (Tab. III). — Man 
muB aus diesen Versuchen schlieBen, dab das Antigen ber sensi- 
hilisierten Treren ebenso wie ber Normaltieren in den Organen des 
reticulo-endothelialen Systems, vorwregend rn der Leber, abgelagert 
wird und daB dort die zum anaphylaktischen Schock fiihrende 
Reaktion zwischen Antigen und Antikérper erfolgt. 


Unsere As-Analysen wurden in diesen Versuchen wenige 
Minuten oder liingstens 1 Stunde nach Injektion des As-haltigen 
Antigens durchgefiihrt. Es ist anzunehmen, daB das injizierte 
Arsanileiwei8 in dieser kurzen Zeit im Organismus der Tiere 
nicht wesentlich veriindert wird, da8 also unsere As-Bestimmung 
im wesentlichen eine Bestimmung unveriinderten Antigens ist. 
Wir haben jedoch schon friher darauf hingewiesen (vgl. 2. Mit- 
teilung, S. 269), daB dies nicht fiir jene Bestimmungen gilt, die 
lange Zeit nach der Injektion vorgenommen wurden; denn das 
injizierte Arsanileiwei8 (= p-Phenyl-arsinsiiure-azoeiweiB) wird 
allmihlich im Organismus der Tiere abgebaut und es ist bekannt, 
daB anorganisches Arsen im Organismus in ihnlicher Weise ge- 
speichert wird. 


Wir haben den Abbau des As-Proteins durch Fraktionierung des 
Harnes der Tiere nachgewiesen. Im Harn findet sich nur ein kleiner Teil 
des Arsens an Eiwei8 gebunden. Die Hauptmenge ist im eiwei8freien Filtrat 
enthalten und wird zum Teil durch Schwefelwasserstoff gefillt (vgl. unten 
§ 6). Wahrscheinlich wird das As-haltige Azoprotein im Organismus zuniichst 
zu As-haltigen Azopeptiden aufgespalten; denn in vitro konnten wir diesen 
Abbau durch Einwirkung von Pepsin oder Trypsin auf ArsanileiweiB leicht 
herbeifiihren (vgl. unten § 7). 


Wir haben auch durch direkte Analyse reticulo-endothelialer Organe 
festzustellen versucht, in welcher Form dort das Arsen enthalten ist. Frak- 
tionierung des Knochenmarks immunisierter Tiere ergab, dab die Haupt- 
menge des Arsens in den unléslichen GeriisteiweiBkérpern enthalten ist und 
nur kleine Anteile in den léslichen Proteinen, in der Rest-N-Fraktion und 
in den Lipoiden. Man kann jedoch nicht entscheiden, ob im Geriisteiweib 
unveriindertes Antigen abgelagert ist oder etwa Arsen-Kiwei8verbindungen, 
die sekundir aus abgespaltenem anorganischem Arsen und Gewebseiweif 
entstanden sind (vgl. hierzu unsere 2. Mitteilung S. 269). 
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Um diese Unsicherheit zu beheben, haben wir die Versuche 
mit einem zweiten chemisch markierten Antigen wiederholt, mit 
Jodglobulin. Hier ist keine Speicherung jodhaltiger Abbauprodukte 
im Organismus zu befiirchten, denn Jodide und jodierte Amino- 
siuren werden schnell ausgeschieden. Wir haben 4 Kaninchen je 
90 mg Jodglobulin intravenés injiziert und die Tiere in Zeit- 
abstinden von 60 Minuten bis 6 Tagen nach der Injektion getitet, 
Wir fanden wiederum die Hauptmenge des Antigens in den reticulo- 
endothelialen Organen, vor allem in der Leber (vgl. Tab. IV und 
Figur). Dadurch sind unsere friiheren Versuche iiber die Verteilung 
des As-haltigen Antigens erweitert und wesentlich gestiitzt. 
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Gehalt der Organe an Jod in Prozent der injizierten Menge (vgl. Tab. IV). 


Beschreibung der Versuche. 
$1. Darstellung des Arsanilproteins und Gewinnung des Anti- 


serums. — Die Darstellung des Arsanilproteins ist in unserer 2. Mitteilung 
(S. 260) beschrieben, die Gewinnung des Antiserums in der 8. Mitteilung 
(S. 114). — Das aus Pferdeserum dargestellte Antigen enthielt in 1 ccm 


38 mg Arsanilprotein mit 1,1 mg Arsen. — Bei der Auswertung (vgl. 3. Mit- 
teilung S. 119) gab 0,1 ccm des Antiserums maximale Fiillung mit 1,0 ecm 
der 1:600 verdiinnten Antigenlésung. 


§2. Arsenbestimmung. Sie wurde nach unserer friiher gegebenen 
Vorschrift (2. Mitteilung S. 262 und 3. Mitteilung S. 115) ausgefiihrt. Unsere 
Vorschrift zur Bereitung des Molybdin-Schwefelsiurereagens nach Maeh- 
ling und Flynn enthilt zwei stérende Fehler, auf die uns H. Dr. Richter 
freundlichst aufmerksam gemacht hat. Sie seien im folgenden richtiggestellt: 
Man giebe 100 cem konzentrierte Schwefelsiure in 700 cem Wasser und fiige 
zu der erkalteten Lésung 100 ccm 10°/,iger Ammonmolybdatlésung; je 
10 ccm dieses Gemisches werden dann in der angegebenen Weise mit je 
2ccem einer 1°/, igen Hydrazinsulfatlésung erhitzt, im tibrigen wird nach 
Vorschrift verfahren. 
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§ 3. Verteilung des Arsanilproteins in normalen Meerschweinchen. 
Die Untersuchung der Organe wurde nach der Vorschrift unserer 2. Mit- 
teilung (S. 264/5) durchgefiihrt. Dort findet man auch Angaben iiber die 
Berechnung des As-Gehaltes der einzelnen Organsysteme und iiber die 
Fehler und Grenzen des Verfahrens. 


Tabelle I. 


Arsengehalt der Organe nach Injektion von 19 mg Arsanileiweif mit 
0,55 mg As in die vena jugularis. Die Zahlen der Tabelle bedeuten j ry °/9) As. 

















ecwedbweiaaloen Nr. 1 2 3 

Gewicht ing... . 750 580 460 

Getétet nach... . 1 Stunde 25 Stunden 7 Tagen 
aS ee eS 40 (190) 2 (9) 0,5 (2) 
Me + «& eka 4 (1000) % (125) 4 (1000) 
Knochenmark. oor 75 (2500) 30 (560) 10 (240) 
ae e x ee 8 100 (480) 75 (300) 19 (120) 
Ni@POM. 2. 2. 1 0 ew 92 (1670) 17 (350) 14 = (350) 
a 7 (120) -— 
Ee — (340) (35) (25) 


§4. Verteilung des Arsanilproteins in sensibilisierten Meer- 
schweinchen. 2 Meerschweinchen erhielten intraperitoneal je 3cem des 
Antiserums (§ 1), zwei weitere Tiere als Kontrolle je 3 cem normalen 
Kaninchenserums. Allen 4 Tieren wurde die dem Antiserum rere uence 
Menge Antigen injiziert, das ist auf Grund der Auswertung (nach § 1) 
0,050 eem der Antigenlésung (= 1,9 mg ArsanileiweiB mit 0,055 mg i 

1 Stunde nach der in die vena jugularis verabreichten Injektion wurden die 
Tiere durch Verbluten getétet. Das Blut der sensibilisierten Tiere blieb 
lange flissig. 


Tabelle II. 


Verteilung des Antigens in sensibilisierten Meerschweinchen 1 Stunde nach 
Injektion von 1,9 mg ArsanileiweiB (0,055 mg As), Die Zahlen der Tabelle 
bedeuten y (y-°/,) As. 





Meerschweinchen Nr. . | 1 | 2 8 4 
Gewicht ing .... 280 280 300 | 300 
Vorbehandlung. .. . sensibil. | Kontr. sensibil. | Kontr. 
es des — nach 24 Stunden nach 48 Stunden 
im ht ae verl. {| 5 (32) 3 (16) 2 (13) 
eae ee 35 (250) | 25 (150) 30 (180) | 22 (130) 
IR gs i ike. Ome 1 (29) | 2 (58) 2 (83) 3 (100) 
ee. 6 6 a we om 8 — (40) | — (42) — (7) — (21) 








$5. Verteilung des Arsanilproteins im anaphylaktischen Schock. 
2 Meerschweinchen erhielten in die vena jugularis je 1,0 cem Antiserum und 
nach 1 Stunde intrakardial 0,5 cem Antigenlésung. Es traten sofort schwere 
Symptome des anaphylaktischen Schocks auf: 2 Minuten nach Injektion des 
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Antigens waren die Tiere tot. — 2 Kontrolltiere erhielten 1,0 cem Normal. 
serum vom Kaninchen, nach 1 Stunde 0,5 cem Antigen und wurden nach 
2 Minuten getédtet. Die Lungen der im Schock gestorbenen Tiere waren 
maximal gebliht, jene der Kontrolltiere kollabiert. 


Tabelle ILI. 


Verteilung des Antigens im anaphylaktischen Schock, 2 Minuten nach Injektion 
von 19 mg ArsanileiweiB (= 0,55 mg As). Die Zahlen bedeuten y (y-°/,) As. 





essai Ww aioe: Nr. 1 2 8 4 








Gewicht ing... . 225 200 225 | 200 
Vorbehandlung . . . sensibilisiert Kontrollen 

- — = ~—s —, —_ = = l 

ae ee 150 (1800) | 150 (1800) 200 (1760) | verl. 
Knochenmark. .. . — (1600) — (2700) — (2000) | — (3900) 
a eee 37 (450) verl. 39 (430) | vert. 
ae eae 11 (550) 13 (685) 4 (190) | 23 (1280) 
a eee verl. 6 (250) 17 (710) | 7 (270) 


$6. Untersuchung des Harnes und der Organe immunisierter 
Tiere. Bei einem nach § 1 immunisierten Kaninchen wurde durch 24 Stunden 
nach der 3. Injektion der Harn gesammelt. In einem Teil des gesamten 
Harnes wurde das gesamte Arsen bestimmt, in einem 2. Teil wurden durch 
Sittigen mit Ammonsulfat, Ansiiuern mit Essigsiiure und Erhitzen im Wasser- 
bade die Proteine ausgefiallt und auf As-freiem Filter abfiltriert: das Filtrat 
wurde zuerst in der Hitze, dann kalt mit H,S gesiittigt und der geringe 
Niederschlag abfiltriert. Wie fanden auf diese Weise in der gesamten Tages- 
menge 560 y As, davon 34 y As im Proteinniederschlag und 67y As in der 
Sulfidfillung. 

5,8 g Knochenmark aus den langen Réhrenknochen eines nach § 1 
immunisierten und 10 Tage nach der letzten Antigeninjektion getéteten 
Kaninchens wurden sofort mit 0,1°/,iger eiskalter Sodalésung extrahiert 
und im Extrakt die Proteine durch Neutralisieren und Aufkochen gefiillt. 
Der in Soda unlésliche Riickstand wurde mit Ather—Alkohol (3 : 7) extrahiert. 
Wir fanden in den koagulierten Proteinen 3 y As, im Filtrat dieser Fallung 
< 1,5 y As, im Ather-Alkoholauszug 2 7 As und in dem geringen ungelésten 
Riickstand, der zum gréBten Teil aus EiweiB bestand, 11 7 As. 


§ 7. Abbauversuche. — Je 2 ccm einer 3°/, igen ArsanileiweiBlésung 
(nach §1) wurden a) mit 10 cem 1°/, NaCl versetzt, b) mit 10 eem n/10-HC! 
und 40 mg Pepsin (Merck) und c) mit 10 cem 1°/, Sodalésung und 40 mg 
Trypsin. Jeder der 3 Ansiitze wurde mit 0,3 ecm Toluol versetzt und 
4 Tage bei 37° gehalten. Nach dieser Zeit gaben b) und c) keine Eiweib- 
reaktionen mehr (Kochprobe, Fallung mit Trichloressigsiure), wiihrend in 
a) das ArsanileiweiB durch Kochen oder durch Trichloressigsiure quanti- 
tativ gefillt werden konnte. 


§8. Jodbestimmung. Zur Jodbestimmung bedienten wir uns einer 
Modifikation des von Perkin [Biochemic. J. 27, 1078 (1933)] angegebenen 
Verfahrens. Perkin hat Blut unter Zusatz von Soda bei 500° offen ver- 
ascht, Jodide aus der Asche in iiblicher Weise mit Alkohol extrahiert, mit 
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vormal- Bromwasser oxydiert und das gebildete Jodat mit Jodkali und Thiosulfat 
D nach titriert. Er fand etwa 95°/, des vorhandenen oder zugesetzten Jods. Bei 
waren Veraschung von Organen nach Perkin erhielten wir gréBere Verluste; wir 
haben daher sein Verfahren in einigen Punkten abgeiindert. 
Wir erwirmten zunichst je 5g Organ mit 2 cem 40°/, KOH und etwa 
2g Kaliumcarbonat im Nickeltiegel im Trockenschrank (110°), bis das Organ 
jektion gelést und das Wasser zum gréBten Teil verdampft war; bei kleineren 
"Io) As. Organen wurde Schweineleber zugesetzt, bis das Gesamtgewicht der Organe 
a 5g war. Die trockne Masse wurde im elektrischen Ofen erhitzt und 4 Stunden 
4 bei 500° gehalten. Dann wurde mit der eben nétigen Menge Wasser an- 
D0 gefeuchtet, mit 7 ccm 96°/,igem Alkohol extrahiert und der Zusatz von 
Wasser sowie die Extraktion mit Alkohol 4 mal wiederholt. Die vereinigten 
Alkoholextrakte wurden am Wasserbade eingedampft und nach Perkin (a.a. 0.) 
-y weiter verarbeitet. Abweichend von Perkin siuerten wir mit 8 n-Phos- 
3900) phorsidure (anstatt Schwefelsiure) an und vermieden Siedeverzug durch Ver- 
rl. wendung von GlasgefiBchen, an deren Boden Glasstaub angeschmolzen war. 
1280) Zur Titration diente eine 0,1 cem fassende in */,9), cem geteilte Mikrobiirette 
(270) der von Perkin angegebenen Form. Sie war oben fi-férmig abgebogen und 
hatte am unteren Ende ein mit Hg gefiilltes Schlauchstiick mit Schrauben- 
ierter quetschhahn. 
unden Mit der eben beschriebenen Methode erhielten wir reproduzierbare 
amten Werte. Wir fanden von dem zugesetzten Jod 85 + 5°/, (Mittel aus 22 Be- 
durch stimmungen). Wir haben daher die gefundenen Jodwerte mit dem Faktor 1,17 
asser- multipliziert. 
‘iltrat Belege: 5g Pferdeniere (= 0,8 vy Jod) wurden in 12 Versuchen 
ringe mit 9,9, 35, 52, 52, 52, 105, 105, 157, 157 und 157 y Jod (als Jodkali) versetzt; 
‘ages: gef. 8,4, 8,0, 80, 44, 45, 46, 47, 92, 94, 141, 132 und 1347 Jod. 10 Ver- 
n der suche mit 5 g Kalbsleber (= <1 7 Jod) und 10, 10, 41, 41, 41, 102, 102, 102, 
102 und 102 y Jod ergaben 9,9, 35, 32, 33, 96, 85, 85, 84 und 92 y Jod. 
i. Die mit dieser Methode erzielbare Genauigkeit von + 5%, geniigte 
shiert vollkommen fiir die Zwecke der vorliegenden Arbeit. 
f iillt. § 9. Verteilung von Jodglobulin in normalen Kaninchen. — Jod- 
hiert. globulin wurde aus Pferdeserumglobulin durch Behandlung mit Jodjod- 
llung kalium und Ammoniak nach Wormall') dargestellt, mit Essigsiure um- 
Gsten  gefallt und in Wasser unter Zusatz der eben nétigen Menge Soda geldst. 
Die Lésung enthielt in 1 ccm 30 mg Eiwei8 mit 2,7 mg Jod. — 4 Kaninchen, 
sung je 2kg schwer, erhielten je 3cem der Loésung intravenés injiziert und 


-HC! wurden nach den in Tab. IV angegebenen Zeiten durch Verbluten aus der 
arteria carotis getiétet; das Blut wurde sofort mit kleinen Mengen von festem 


0m 
ir Na-Citrat verriihrt. In abgewogenen Mengen des Blutes und der Organe 
veiB- wurde das gesamte Jod bestimmt. 


a te Bemerkungen zu Tab, IV. Die Tabelle zeigt die mit dem Faktor 1,17 
multiplizierten Werte und — in fettem Druck — den prozentuellen Gehalt 





anti- 

der Organe an Jod. Um die Verteilung im ganzen Organismus kennen- 
; zulernen, miissen die in 5 g Organ gefundenen Jodmengen auf die gesamten 
— Organe umgerechnet werden. Dies war bei Leber, Nieren und Milz leicht 
i méglich, da diese Organe gewogen werden konnten; die 4 Lebern wogen 98, 
ver- 
mit 1) J. of exper. Med. 51, 295 (1930). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIX. 
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Fig. 1 ersichtlich. 


Tabelle IV. 


136, 91 und 78 g. — Die Blutmenge der Tiere wurde auf Grund unserer 
friiheren Messungen (2. Mitteilung) zu 80 g angenommen, die Menge des 
gesamten Knochenmarkes zu 15 g. Das Ergebnis dieser Berechnung ist aus 














Jodgehalt der Organe von 4 Kaninchen 60 Minuten, 4 Stunden, 22 Stunden 
und 144 Stunden nach Injektion von 90 mg Jodglobulin mit 8,1 mg Jod. 














60 Minuten 
Organ |( regan! Jod Organ | 
s | 7 | ¥-"lo s 
Blut. .|10 | 81 | sen 1 10 
10 | 70 | oe a 
Leber . | 5,0 [159 |laaca] 5,0 | 
5,0 |159 3180 5,0 | 
Milz . . verl. 1,5 | 
Knochen-}}|2,3 | 49 ||. 2,1 
mark ane 64 |f 2900) 9’, | 
Nieren . | 7,0 | 62 |) go-| 7,8 
6,5 | 5D | 865) a3 | 
Muskel . | 5,0 valk go} 5,0 | 
5,0 | 4,7 “. 60 | 
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Bei den meisten Organen haben wir Doppelbestimmungen ausgefiihrt. 
Die Organe waren nicht homogenisiert, die untersuchten Gewebsstiicke zeigten 


daher nicht vollkommen iibereinstimmende Jodwerte. 


Mittelwerte eingesetzt. 


In Tab. IV sind die 


Den normalen Jodgehalt konnten wir bei unseren Bestimmungen im 
allgemeinen vernachlissigen, da er weit unter den hier beobachteten Werten 


liegt. Er betrigt etwa 0,5—1 7 in 5 g Organ. 


Am 6. Tag nach Injektion 


des Antigens sinkt allerdings der Jodgehalt des Blutes und der Muskeln 
auf ihnlich niedrige Werte ab. Da wir nicht entscheiden kénnen, wieviel 
von diesen kleinen Jodmengen dem Antigen angehéren, haben wir die ent- 
sprechenden Werte der Tab. IV in Klammer wiedergegeben. 


Die Anregung zu der vorliegenden Untersuchung geht zum Teil auf 
Herrn Prof. F. Breinl, Vorstand des hygienischen Institutes der Deutschen 
Universitit in Prag, zuriick. Fiir diese Anregung, fiir wertvolle Ratschliige 


und Hilfe bei den Versuchen sei ihm auch an dieser Stelle herzlichst gedankt. 
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Aktivatoren der Glykolyse. III. 


Von 


Hans y. Euler und Gunnar Giinther. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1936.) 


Co-Zymase wirkt nicht nur im natiirlichen hochaktiven Zu- 
stand, sondern auch nach der Hitzezerstérung ihrer giirungsakti- 
vierenden Fiihigkeit, wie wir in vorhergehenden Arbeiten!) zeigen 
konnten, als Aktivator des glykolytischen Glykogenabbaues. Bei 
Anwendung hochgereinigter krystallinischer Co-Zymasepriiparate 
(ACo = 400000) zeigte sich die Co-Glykolasewirkung der thermo- 
inaktivierten Co-Zymase sogar gréBer als diejenige der natiirlichen, 
nicht erhitzten Priiparate’). 

Hinsichtlich ihrer Aktivierung der Glykolyse, sowie hinsicht- 
lich ihrer Thermostabilitat zeigte die erhitzte Co-Zymase Analogien 
mit der Muskeladenylsiure (t-Adenylsiure) und es war deshalb von 
Interesse, die Stabilitit des durch Erhitzen der Co-Zymase ent- 
stehenden Aktivators der Glykolyse mit derjenigen der Muskeladenyl- 
siure zu vergleichen. In einer vorhergehenden Arbeit*) konnten 
wir schon angeben, da8 die Aktivierung der Milchsiurebildung 
mit fortschreitendem schwach alkalischem Erhitzen nur in duBerst 
geringem Mafe abnimmt. Nach dem 90 Minuten langen Erhitzen 
der Co-Zymaselésung in 0,1 n-NaOH konnte keine Bildung von 
freiem Phosphat in der Lésung festgestellt werden. Auch in 
0,5 n-NaOH war die Aktivitiitsabnahme gering; die Phosphat- 
abspaltung (colorimetrisch gemessen nach T. Teorell) verlief 
langsam. Die Geschwindigkeitskonstante der PO,-Abspaltung be- 
trigt k = 1,1-10-°. 

Fiir die t-Adenylsiure diirfte das Formelschema Adenin— 
Ribose—Phosphorsiiure feststehen, und die Abspaltung der Phos- 
phorsiiure kann von der Ribose oder vom Adenin—Ribosid erfolgen. 


1, Euler u. Giinther, Diese Z. 235, 113 (1935). 
*) Euler u. Giinther, Diese Z. 237, 221 (1935). 
3) Euler u. Giinther, Sv. Kem. Tidskr. 47, 285 (Novemberheft) (1935). 
6 * 
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bzw. in der erhitzten Co-Zymase liegen noch nicht geniigende 
Anhaltspunkte vor. Co-Zymase selbst enthilt nach den Ergeb- 


nissen von Kuler, Albers und Schlenk 2 Molekiile Phosphor. | 
siure im Mol. welches als ein Di-Nucleotid aufzufassen ist. Auf | 


welchen Wegen hier die Abspaltung vor sich geht, laBt sich noch 
nicht entscheiden. 

Bei der in unseren beiden ersten Arbeiten studierten 1 stiin- 
digen Erhitzung der natiirlichen Co-Zymase bei 100° und p,,= 3,5 
sowie auch bei der kurzen, alkalischen Erhitzung wird ein 
Teil des Co-Zymasemolekiils veriindert, und zwar vermutlich die 
3-Kohlenstoffgruppe, welche die reduzierenden Eigenschaften der 
Co-Zymase bedingen diirfte. 

Ob hierbei der eine der beiden phosphorsiurehaltigen Reste 
des Co-Zymasemolekiils abgespalten wird, ist noch unsicher. In 
diesem Zusammenhang kann jedenfalls hervorgehoben werden, da 
nach den Versuchen von Adler’) héchstgereinigte Co-Zymase- 
praparate die Umphosphorylierung zwischen Phosphobrenztrauben- 
siiure und Glucose aktivieren, und zwar in stiirkerem MaBe als 
die gleiche Gewichtsmenge t-Adenylsiure und daB die gleiche 
Gewichtsmenge alkalisch inaktivierter Co-Zymase eine bessere 
Phosphatiibertragung bewirkt als die aktive Ausgangssubstanz. 
Etwa gleichzeitig hat Vestin*) gezeigt, daB die in erwihnter 
Weise erhitzte Co-Zymase noch die Veresterung von an- 
organischem Phosphat bei der Glykolyse durch Rattenmuskel- 
extrakt aktiviert. 

Wenn man bei der Beschleunigung der Umphosphorylierung 
durch die Co-Zymase an die Bildung eines intermediiren Zwischen- 
produktes der Co-Zymase denkt, so liegt es ja nahe, ein Pyro- 
phosphat der Co-Zymase anzunehmen. 

Die Abspaltung der Phosphorsiiure von der natiirlichen Co- 
Zymase ist jedenfalls keine einfache Reaktion, sondern entweder 
eine Reaktionsfolge oder eine Summe von nebeneinander ver- 
laufenden Spaltungsvorgingen. 

Alle friiheren hochgereinigten Co-Zymasepriparate waren in 
héherem oder geringerem Grade durch einen zweiten Aktivator 
verunreinigt*), welcher sich als identisch mit Warburgs Co-Ferment 


') Euler u. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 12 (1935). 
*) Euler u. Vestin, Diese Z. 237, 1 (1935). 
8) Euler u. Adler, Diese Z. 235, 164 (1935). 






Uber die Bindungsart der Phosphorsiure in der Co-Zymase : 





eq GC ot 











Aktivatoren der Glykolyse. III. 85 


aus roten Blutzellen erwiesen hat und welcher am geeignetsten 
als Co-Dehydrase II bezeichnet wird’). 

Wir haben frither die Méglichkeit erwogen, daB die nach 
Erhitzen der Co-Zymase iibrigbleibende Fihigkeit derselben zur 
Aktivierung der Glykolyse von der Verunreinigung der Co-Zymase, 
und zwar mit dem Warburgschen Co-Ferment, herriihrt. Diese 
Moglichkeit kann nunmehr ausgeschlossen werden, da das von 
uns verwendete Ausgangsmaterial frei von der genannten Co- 
Dehydrase II (= Aktivator IT) war. 

In diesem Zusammenhang soll noch an unsern neuen Versuch 
erinnert werden, durch welchen wir die Thermostabilitét der Co- 
Zymase und des Warburgschen Co-Ferments (der Co-Dehydrase) 
verglichen haben. Wie die dort?) mitgeteilte Figur zeigt, ist die 
Stabilitit der Co-Zymase bei der untersuchten Temperatur von 
85° wesentlich gréBer als die Stabilitit des Warburgschen Co- 
Fermentes, entsprechend den friitheren Ergebnissen von Euler, 
Adler, Schlenk und Ginther*), Das Stabilititsoptimum der 
beiden Co-Enzyme liegt jedoch im gleichen p,,-Bereich (p,, = 3—5). 


Versuchsbedingungen und Methodik. 


Wir kénnen zuniichst in dieser Hinsicht auf die vorhergehenden 
Arbeiten Nr. I und II verweisen. Die Enzymlésungen wurden aus den 
Skelettmuskeln von Ratten durch wiederholte Extraktion dargestellt. Da 
die Extrakte nur kurze Zeit haltbar sind, wurden sie unmittelbar nach der 
Dialyse den Reaktionsmischungen zugesetzt. 

Die Co-Zymasepriparate sind nach dem von Albers und Schlenk 
ausgearbeiteten Verfahren dargestellt worden. Ihr Reinheitsgrad war der 
maximale (ACo = 400000) und sie waren frei von Co-Dehydrase II. Die 
Muskeladenylsiure wurde uns von der Chemischen Fabrik Dr. Georg 
Henning, Berlin, freundlichst tiberlassen, wofiir wir auch hier unsern 
besten Dank aussprechen. 


Versuche. 


Beim Vergleich zwischen den Aktivatorwirkungen der t-Adenyl- 
siure und der Co-Zymase in Gegenwart des in beiden Fallen er- 
forderlichen Hexose-di-phosphats erwies sich im allgemeinen die 
t-Adenylsiure. als ein schwiicherer Aktivator als die Co-Zymase, 
sei es, daB diese im natiirlichen Zustand vorliegt oder durch 
Erhitzen inaktiviert ist. Dies steht in guter Ubereinstimmung 


1) Euler u. Adler, Diese Z. 258, 233 (1936). 
2) Euler u. Giinther, Sv. Kem. Tidskr. 47, 285 u. zw. 289 (1935). 
5) Euler, Adler, Schlenk u. Ginther, Diese Z. 233, 120 (1935). 
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mit einigen friiheren Beobachtungen von Lohmann?) Indessen| 


zeigen die Wirkungen der Muskeladenylsiure~in verschiedeney 
Extrakten, obwohl dieselben unter genau identischen Bedingungen 
hergestellt sind, oft Verschiedenheiten, welche mitunter recht er- 
heblich sein kénnen (Extrakt IV). Wir stellen unten einige an 
verschiedenen Extrakten gewonnene Versuchsresultate zusammen 
und méchten hervorheben, daS hierbei stets gleiche Gewichts- 
mengen Aktivatorsubstanz verglichen worden sind. 

Das Molekulargewicht der Adenylsiure betriigt 346, wihrend 
fiir die Co-Zymase ein héheres Molekulargewicht in Rechnung 
gezogen werden muB8, und zwar nach den Ergebnissen von 


Albers und Schlenk?) fiir das Dinucleotid 785. Nach Diffusions. | 


Tabelle 1. 


Zu jedem Ansatz 4 cem Extrakt, 3 Stunden gegen Kaliumchloridlésung 

dialysiert. — Reaktionszeit 2 Stunden; Reaktionstemperatur 20°. — Hexose- 

diphosphat 0,5 mg. Als Substrat 10 mg Glykogen. Wechselnde Mengen 
Aktivatorsubstanz. 





Alkalisch inakti- | 47 1904. acm 
Aktivator vierte Co‘ivennee Muskeladenylsiure 
Extrakt cindmeent, Si Pee 
m ' , 
6 Gebildete Milchsiiure in mg 
I 0,05 0,21 0,10 
0,10 0,55 0,29 
0,20 1,03 0,68 
0,40 1,22 1,04 








Tabelle 2. 





. Nicht erhitzte | Alkalisch inakti-| | Muskel- 
etuil Aktivator Co-Zymase | vierteCo-Zymase| adenylsiure 

ms Gebildete Milchsiure in mg 

II 0,07 0,26 0,56 0,54 
0,15 0,72 1,08 0,67 
0,25 0,93 1,08 0,85 

III 0,10 0,43 1,02 0,64 
0,15 0,91 1,26 0,98 

IV 0,10 0,20 0,65 1,05 
0,20 0,74 1,36 1,39 














1) Lohmann, Biochem. Z. 235, 460 (1931). 
*) Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 237, 11 (1935). 
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yversuchen von Myrbaick und Jorpes}?) sollte das wahre Mole- 
kulargewicht der Co-Zymase nicht sehr weit von 500 liegen kénnen. 

Die vorstehenden Ergebnisse deuten darauf hin, daf die 
Co-Zymase bei der alkalischen Inaktivierung (einige Minuten Er- 
hitzung auf 100° in 0,02 n-NaOH) nicht so gespalten wird, dab 


Muskeladenylsiiure entsteht, welche, bevor sie zu einem bestindigen 
Pyrophosphat phosphoryliert wird, leicht dem Angriff der Des- 
aminase der Extrakte unterliegt. Bei dieser Art und Dauer der 
Erhitzung wird iiberhaupt kein Phosphatrest abgespalten ’). 


Bestimmung der Geschwindigkeiten der Phosphat- und Adenin- 
abspaltungen aus Co-Zymase und t-Adenylsaure. Phosphatbestimmungen 
nach Teorell’), — Adeninbestimmungen nach der von Warburg und 
Christian‘) angegebenen Methode. 

50mg Substanz werden in 10ccem 0,5 n-H,SO, wiihrend einer wechselnden 
Zeitdauer im Wasserbad erhitzt, hierauf auf 40 cem verdiinnt und schblieBlich 
mit 12 cem 1°/,iger Ag,SO, versetzt. Man li8t die Fillung stehen, wiischt 
mehrmals mit 5 cem 0,1 n-Siure, welche mit ein wenig Silbersulfat versetzt 
ist und hierauf mit etwas Wasser. Das Adeninsilber wird in 20 cem Wasser 
suspendiert, Schwefelwasserstoff wird eingeleitet; nach Liiften wird filtriert, 
im Vakuum eingedunstet und schlieBlich das Adenin mit 10 cem 1°/,iger 
Pikrinsiure gefillt und in einen kiihlen Raum gestellt. Nach 1 Tag wird 
die Fallung gewogen. 


Phosphatabspaltung. 


Co-Zymase. 
0,50 mg in jeder Probe. Erhitzung im Wasserbad auf 100°. 0,5 n-HCl. 








Minuten y P Reaktionskonst. x 10° 
60 7,09 1,4 
90 10,3 1,4 
120 11,9 1,3 
180 16,7 1,3 








Gesamtphosphor in der Probe 40,0 y P. 


Muskeladenylsiure. 
1,00 mg in jeder Probe. 


60 4,4 0,35 
120 13,0 0,6 
180 23,8 0,7 
265 31,2 0,7 


Gesamtphosphor in der Probe 89,7 y. 


1!) Myrbick u. Jorpes, Diese Z. 237, 159 (1935). 

*) Vgl. Euler u. Giinther, Sv. Kem. Tidskr. 47, 285 (1935). 

3) Teorell, Biochem. Z. 230, 1 (1931). 

4) Warburg, Christian u. Griese, Biochem. Z. 282, 157 (1935). 
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Adeninabspaltung. 





Co-Zymase. 50,0 mg Co-Zymase in jeder Probe. 
Erhitzung im Wasserbad. 0,5 n-H,SO,. 

















Minuten mg Adenin | Reaktionskonst. x 10° 
10 3,60 18,9 
40 8,75 21,5 
120 10,18 








Muskeladenylsiiure. 29,3 mg in jeder Probe. 
10 4,19 19,8 
40 8,91 18,3 


Gesamtmenge Adenin 11,43 mg. 


Aus den Versuchen geht hervor, dab die Geschwindigkeit 
der Adeninabspaltung in beiden Fiillen angenihert die gleiche 
ist; ferner, daB die Co-Zymase ihr Phosphat schneller abspaltet 
als die Adenylsiure. Letzteres hingt vermutlich damit zusammen, 
daB bei der Co-Zymase zwei Phosphatabspaltungsreaktionen 
nebeneinander verlaufen. 
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Adsorptionsanalyse waBriger Lésungen. 


Von 


W. Koschara. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Januar 1936.) 


Die Adsorption eines Stoffes aus seiner Liésung kann mit 
einem oberflichenaktiven Material geschehen entweder, indem 
man dieses in jene einrihrt (Riihrverfahren) oder indem man die 
Lésung tiber eine Schicht des Adsorbens filtriert (Filtrierverfahren). 
Die Vorteile der letztgenannten Arbeitsweise sind: 

1. weitgehend selbsttatiges Arbeiten, 

2. eine Konzentrierung der adsorbierten Stoffe an einem 
Minimum von Adsorbens und 

8. schneller Uberblick iiber Adsorptionsfestigkeit und Elutions- 
méglichkeit. 

Fiihrt man die Elution der im Filtrierverfahren gewonnenen 
Adsorbatschicht durch die Saule des Adsorbens hindurch mit 
einem schwachen Elutionsmittel aus, so geben die feinsten Unter- 
schiede in der Haftfestigkeit der adsorbierten Stoffe sich in ver- 
schiedenen Wanderungsgeschwindigkeiten durch die Siule zu er- 
kennen. Diese Arbeitsweise wird als chromatographische Adsorp- 
tionsanalyse bezeichnet'). Da der Zusatz chromatographisch, der 
schon sprachlich Bedenken erregen kann, sachlich nicht berechtigt 
ist — denn nicht nur Farbstoffe kénnen adsorbiert werden?) —, 
sel im folgenden das Verfahren Adsorptionsanalyse genannt. 

Bei der Isolierung von Naturstoffen ist es, bevor man von 
der Adsorptionsanalyse Gebrauch macht, fast immer notwendig, 
den fraglichen Stoff zunichst anzureichern. Das gilt namentlich 
fir die aktuellen Naturstoffe, die Fermente, Vitamine, Hormone, 
die in sehr geringer Konzentration vorkommen. Eine Anreiche- 
rung ist dann wesentlich erleichtert, wenn die Substanz in mit 
Wasser nicht mischbaren Lésungsmitteln léslich ist. Das Léslich- 
keitsverhalten sichert solchen Stoffen eine intensive Bearbeitung, 
in deren Rahmen sich die Adsorptionsanalyse von in organischen 
Solventien léslichen Naturstoffen einfiigt. Dagegen bietet die 
Anreicherung von nur in Wasser léslichen Kérpern in vielen 
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Fallen weit gréBere Schwierigkeiten. Am Beispiel der Natur- 
farbstoffe wird das Gesagte besonders deutlich. Auf diesem Ge- 
biet hat die Adsorptionsanalyse die reichsten Friichte getragen, 
Dabei fallt auf, daB sie bis vor 2 Jahren nur fiir Stoffgemenge in 
organischen Solventien herangezogen worden ist, wihrend wiBrige 
Lésungen dem fruchtbaren Verfahren noch nicht unterworfen 
wurden. Diese Liicke ist weniger auf eine Vernachlissigung der 
Adsorptionsanalyse als vielmehr auf einen Mangel an Objekten 
zuriickzufiihren. Zwar an wasserléslichen Pigmenten fehlt es 
nicht; der physiologische Chemiker begegnet ihnen auf Schritt 
und Tritt. Aber eine eingehendere Bearbeitung haben erst wenige 
Vertreter dieser nur in Wasser oder wiBrigen Lisungsgemischen 
léslichen Stoffklasse*) erfahren. Vor 3 Jahren ist die Gruppe 
durch die Lyochrome bereichert worden. Und an den Lyochromen 
ist die Adsorptionsanalyse wiBriger Lésungen erstmals erprobt 
worden *). 

Im folgenden sollen Erfahrungen mitgeteilt werden, die beim 
Ausbau der Adsorptionsanalyse wiBriger Lésungen gesammelt 
worden sind. Vielleicht erscheint es auf den ersten Blick iiber- 
fliissig, wiBrige Loésungen und organische Solventien so scharf 
gegeniiberzustellen. Die Berechtigung dazu leitet sich aus den 
besonderen Erfordernissen einer Adsorptionsanalyse ab, die aus 
Wasser aufgenommen und in Wasser entwickelt wird. 

Voraussetzung fiir die Anwendung des Filtrierverfahrens, der 
Adsorptionsanalyse zur Reinigung von Lisungen ist ganz allgemein 
eine angemessene Filtriergeschwindigkeit. Die gebriuchlichen 
Adsorbentien wie Aluminiumoxyd, Kieselgur, Talk, Calcium- 
carbonat, Kaolin und Bleicherde lassen durchweg organische 
Solventien leicht passieren. Bei wifrigen Liésungen aber wird 
die Filtrierschicht des Adsorbens in den meisten Fiillen derart 
verandert, daB sie zusammenbackt und nur sehr zeitraubende 
Filtrationen zuliBt. Diesem Ubelstand kann man durch geeignete 
Kérnung des Adsorptionsmaterials abhelfen. Leider sind ent- 
sprechende Materialien im Handel nur in wenigen Fallen erhilt- 
lich (Aluminiumoxyd, Bleicherde). Hier kénnten die Chemikalien- 
produzenten eine Liicke ausfiillen. Der GréBe des Korns ist 
eine Grenze gesetzt; denn die Adsorptionskraft eines Materials 
sinkt stark mit steigender Korngréfe. 


*) Ihr werden Farbstoffglucoside oder Chromoproteide, deren Aglucon 
oder prosthetische Farbstoffgruppe in organischen Solventien ldslich ist, 
nicht zugezihlt. 
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vatur- Als geeignetes Material fiir die Adsorptionsanalyse waBriger 
1 Ge- ( fLosungen haben wir in vielen Fallen die Bleicherde mit Erfolg 
‘agen. beniitzt. Die mitzuteilenden Erfahrungen beziehen sich im wesent- 
ge in lichen auf dieses Adsorbens. Bleicherde = Fullererde = Lloyds 
Brige Reagens ist ein saures wasserhaltiges Magnesium—Aluminium- 
orfen silicat, eine ,saure“ Erde, die u. a. in Florida (U.S.A.) und 
3 der [&  Schlesien mineralisch vorkommt und abgebaut wird. Die Bleich- 
-kten erden enthalten Eisen, das an starke Salzsiure nur langsam ab- 
t es gegeben wird, und Carbonate. Im Handel sind verschiedene 
hritt |  Priparate erhiltlich, teils nur mechanisch zerkleinertes, teils 
Nge auch chemisch vorbehandeltes Mineral*). Auch in jeder dieser 
chen 2 Gruppen gibt es noch je nach der Herkunft verschiedene Fuller- 
Ippe erden. Unvorbehandelte Erden sind z. B, die braunroten Produkte, 
men | die von Riedel-E. de Haen oder von Merck geliefert werden. Kine 
robt andere ist die nur grauweiBe ,,Floridin“-Bleicherde von H. Bens- 
; mann, Bremen. Wir bevorzugen letztere wegen ihrer helleren 
elm Farbe und ihrer gleichmibigen Kérnung. Die ,,Floridin“-Erde 
nelt wird in verschiedenen Korngré8en geliefert: XXF ein feines Mehl, 
- ' XS von Sandstruktur usw. Als Beispiel eines mit Séure vor- 
art behandelten Produktes sei das Frankonit KL genannt (Pfirschinger 
len Mineralwerke, Kitzingen/Main), dessen Vorgeschichte durch Blauung 
AUS ' von Kongopapier beim Zusammenbringen mit der feuchten Erde 
| sich zu erkennen gibt. Frankonit KL und andere siurebehandelte 
ler Erden sind in ihrem Adsorptionsverhalten mit rohen Erden nicht 
21 ohne weiteres zu vergleichen (vgl. unten). 
en Eine Adsorptionsanalyse ist bestimmt: 
m- 1. durch das Adsorbens, 
he 2. durch das Adsorptions- und 
rd 8. durch das Elutionsmilieu. Bei gegebenem Adsorbens ge- 
rt withrt die Wahl des Milieus eine groBe Variationsbreite. Das gilt 
le schon bei der Adsorption aus organischen Solventien, bei der 
te man die verschiedenen Lisungsmittel und ihre Kombinationen zur 
t- | Verfiigung hat. Noch mannigfaltiger kann bei waBrigen Lésungen 
i das Milieu fir die Adsorptionsanalyse ausgestaltet werden. 
: Da sind zuniichst Gemische von Wasser mit Alkohol oder 
t Aceton zu nennen. Sie ermdglichen oft eine Adsorption an 
8 Bleicherde fiir Stoffe, die aus Wasser allein nur wenig gebunden 


werden. AuBerdem sind solche Gemische an Stelle rein wiBriger 
Lésungen hiufig angebracht bei anderen Adsorbentien (Talk, 
Kieselgur, Kaolin usw.), um Korrosionen an ihnen zu verhiiten 
und eine brauchbare Filtriergeschwindigkeit zu erreichen. Ferner 
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kann durch Salzzusatz zu der wibrigen Lisung (Ammonsulfat, 
Kochsalz) ebenfalls die Bleicherde geeignet gemacht werden fiir 
Adsorptionen, die ohne ihn nur unvollstiindig sind. Verschiedener 
Sattigungsgrad der Lésungen fiihrt zu abgestuften Adsorptions- 
und Elutionsméglichkeiten. Vor allem aber kénnen wiaBrige 
Lésungen durch Wahl geeigneter Aciditit den Bedingungen einer 
Adsorptionsanalyse mit Bleicherde angepaBt werden. 

Wir haben in einem Bereich, der sich von 5n-Mineralsiure 
bis zum p, 11 spannt, mit solchen Lésungen gearbeitet. Hine 
Alkalitat, die tiber p, 11 hinausgeht, laBt sich in der Analyse 
mit Bleicherde nicht verwenden, da dann flockige Hydroxyde 
herausgelést werden, die das Filter vollkommen verstopfen. Die 
Verwendung von Pufferlésungen bei der Adsorption sowohl als 
auch bei der Elution, bei der Aufnahme und der Entwicklung, 
erscheint als ein wesentliches und sehr tragfaihiges Prinzip bei 
der Adsorptionsanalyse waBriger Lisungen. Der Gebrauch solcher 
Lésungen zwar nicht in der Adsorptionsanalyse, so doch bei 
Adsorptionen im Rihrverfahren ist wohl bekannt, z. B. aus der 
praiparativen Enzymchemie. Und doch ist es iiberraschend und 
eindrucksvoll, wenn man sieht, wie ein aus Wasser erhaltenes 
verwaschenes Saiulenbild*) mit ganz unscharfen Zonen bei passen- 
der Wahl einer Pufferlésung als Aufnahmemilieu zu einem scharfen 
Siulenbild mit klar getrennten Schichten sich umgestalten 14Bt. 
Dabei sieht man manchmal bei einem p,-Unterschied von nur 
0,3 eine Vertauschung der Zonenfolge auf der Adsorbenssiule. 
Durch die Pufferlésung erhalt die Adsorptionsanalyse ihre groBe 
Abwandlungsfihigkeit. Die Elution auf der Séule kann durch 
Erhéhung der Aciditaét oder Alkalitit stufenweise geschehen. So 
haben wir z. B. eine Analyse aufgenommen in p,, 7,6, dann ge- 
waschen mit 8,3 und schlieBlich mit 9,2 entwickelt. Nicht jede 
Pufferlésung eines bestimmten p,, ist brauchbar. Bewihrt haben 
sich uns Phosphat- und Boratpuffer nach Sérensen, wihrend 
der Michaelissche Ammonchlorid—Ammoniakpuffer weniger gut 
arbeitete. Es spielen sich Austauschreaktionen zwischen den 
Pufferionen und der Bleicherde ab, die fiir die Brauchbarkeit der 
Lésungen mitbestimmend sind. Wenn ein Elutionsmittel not- 
wendig wird, das stirker wirkt als eine Pufferlésung von p, 10 
bis 11, so verwendet man hiaufig mit Vorteil 2 °/,ige oder stirkere 
Pyridinlésungen in Wasser. Damit ist zugleich ein spezifisches 





*) Diese Bezeichnung sei an Stelle des bisher gebrauchten Ausdrucks 
»,Chromatogramm® vorgeschlagen. 
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Elutionsmittel genannt, dessen Wirksamkeit sich aus der [H'| 
nicht absehen 1é8t. Noch kriaftiger wirken Gemische von Sauren 
und Pyridin, mit denen man auch sehr hartnickig festgehaltene 
Stoffe von der Bleicherde ablésen kann. SchlieBlich sei noch 
erwihnt, daB besonders bei Aluminiumhydroxyd Pufferlésungen 
vorteilhaft mit Methanol verdiinnt werden und daB bei Bleicherde 
wiBrige Natriumacetatlésungen zu vermeiden sind, da sie einen 
feinen Schlamm herauslésen, der das Filter verstopft. 

Wenn man die Bleicherde als Adsorptionsmittel fiir einen 
Stoff auf Brauchbarkeit priifen will, so wird man zuniichst in 
neutraler und in saurer Lésung Versuche anstellen. Dabei mu 
man die unvorbehandelten Fullererden, die gegen Lackmus neutral 
reagieren, scharf unterscheiden von siurebehandelten Erden, wie 
z. B. Frankonit KL, die Kongopapier blauen. Eine Neutraladsorp- 
tion erhalt man nur dann, wenn man neutrale Bleicherde und 
neutrale Liésung zusammenbringt. Dagegen wirkt Frankonit KL 
in neutraler Lisung wie eine saure Adsorption, d.h. so wie die 
Kombination von neutraler Erde mit mineralsaurer Lésung. Fiir 
die Adsorptionsanalyse gilt: Neutrale Erde und saure Lésung sind 
im Filtrierverfahren nicht zu gebrauchen, da die sich entwickelnde 
Kohlensiure die Siule zerreiBt. Bei Frankonit KL kann auch 
saure Lésung zur Verwendung kommen, obwohl es ausreichend 
ist, neutrale Lisung mit der kongosauren Erde zum Bild einer 
sauren Adsorption zu kombinieren. 

Durch die obigen Erlauterungen sind die Verhiltnisse in der 
Adsorptionsanalyse mit Bleicherde XXF oder anderer Kérnung 
(XS usw.) eindeutig umrissen. Nicht so beim Frankonit KL. Wir 
haben u. a. mit einem gelben Farbstoff gearbeitet, dessen in 
neutraler Lésung blaue Fluorescenz beim Ansiuern mit Essigsaéure 
oder Mineralsiiure verschwindet. Wenn man die blaufluorescierende 
Lésung dieses Farbstoffs in Puffer 7,6 iiber eine Siule von Fran- 
konit KL filtriert, so sieht man im Tageslicht oben eine scharfe 
gelbe Zone des Farbstoffs, die jedoch im Ultraviolettlicht keine 
Fluorescenz zeigt, da die Mineralsiure des Adsorbens die Fluores- 
cenz geléscht hat. Man sollte nun erwarten, daB beim Waschen 
mit p, 7,6 die Siure des Adsorbens entfernt und die Fluorescenz 
des Farbstoffs sichtbar wiirde. Das ist nicht der Fall: Die Saiure 
des Frankonit KL wird sehr fest gehalten. Damit hangt zusammen, 
daB die Entwicklung der Zonen beim Frankonit KL ganz allgemein 
stiirker alkalische Liésungen erfordert als bei Bleicherde XXF. 
Wahrend der fragliche Farbstoff, gleiches Aufnahmemilieu voraus- 
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gesetzt, bei der Adsorptionsanalyse mit Bleicherde schon vom 
Puffer 8,3 entwickelt wird, ist hierzu bei Frankonit KL Puffer 9,2 
erforderlich. Oder: ein Farbstoff, der auf Bleicherde XXF von 
Puffer 9,2 entwickelt wird, lift sich von Frankonit KL erst mit 
2°/,igem Pyridin ablésen. Ein Vorteil des Frankonit KL ist, daB er 
als stiirkeres, weil saures Adsorbens héher konzentrierte Farb- 
zonen liefert als Bleicherde XXF. Beim Frankonit verdient ein 
weiterer Umstand hervorgehoben zu werden. Es muB bei der 
Adsorptionsanalyse die Frankonitsiule und das Farbstoffadsorbat 
intensiv mit dem Aufnahmemilieu gewaschen werden. Nur dann 
ist die Siule fir die Entwicklung ,,vorbereitet“. Das will heifen: 
Das Waschen mit dem Aufnahmepufier lést zwar nicht den sauer 
“gebundenen Farbstoff von der Erde ab, veriindert jedoch die Siule 
derart, daB saure Adsorptionsstellen villig verschwinden. Wiischt 
man ungeniigend mit dem Aufnahmepuffer, so lést das folgende 
Elutionsmittel zwar zunichst den Farbstoff ab, so daB die Zone 
wandert. Dann aber stockt die Farbschicht plétzlich und be- 
zeichnet damit die Stelle, bis zu der die vorbereitende Waschung 
der Saiule gediehen war, eine Stelle noch saurer Adsorption. 

Es ist bei einer Adsorptionsanalyse iiblich, die Héhe der 
Adsorbenssiule etwa 2—3mal so grof zu wihlen wie ihren Durch- 
messer. Bei dieser Ausfiihrungsform kommt bei dem staubfeinen 
Korn des Frankonit KL nur eine sehr langsame Filtration zu- 
stande. Wir haben fiir unsere Zwecke die Arbeitsweise mit Erfolg 
so abwandeln kénnen, daB wir Frankonit in einer Schicht be- 
nutzten, deren Durchmesser 4—5mal(!) so groB ist wie ihre Hohe. 
Dadurch ist eine schnellere Filtration méglich. Nachteile sind 
damit nicht verbunden, da die Farbstoffe bei der groBen Adsorp- 
tionskraft des Frankonit in sehr schmalen Zonen festgehalten 
und entwickelt werden. Natiirlich ist es bei solch niedrigen 
Schichten unméglich, die entwickelten Zonen auf der Siule 
mechanisch zu trennen. Das bedeutet keine Erschwerung, da 
wir ganz allgemein eine solche Trennung auch bei hohen Siulen 
verwerfen, weil es uns arbeitsparend und allgemeiner anwendbar 
erscheint, zu entwickeln, bis die Zonen ins fraktioniert auf- 
gefangene Filtrat gelangen. Bei dieser Arbeitsweise kann man 
auf die Beobachtung der Zonen auf der Siule waihrend der Ent- 
wicklung verzichten. Das erlaubt den Gebrauch der iiblichen 
Porzellannutschen bei der Adsorptionsanalyse. Erforderlich ist 
es, daB man nur regelmibig gearbeitete zylindrische Nutschen 
wihlt mit vollkommen ebenem Boden. Die Nutsche wird auf 
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einer Saugflasche mit der Wasserwage genau wagerecht ausgerichtet. 
Die Aufschlimmung des Frankonit in dem gewihlten Milieu bleibt 
1 Stunde stehen. Erst dann gieSt man in die Nutsche, an der 
nur ganz schwach gesaugt wird (Unterdruck etwa 5 cm Wasser- 
siule). Auch in der Folge saugt man zunichst nur mit einem 
Unterdruck von 30—50 cm Wassersiule. Spiter kann héheres 
Vakuum angeschlossen werden. Auf diese Weise vermeidet man 
die Gefahr, daB die Adsorbensschicht bei héherem Vakuum reibt. 
Das Arbeiten auf der Nutsche ist besonders fiir die priiparative Aus- 
gestaltung der Adsorptionsanalyse von entscheidender Bedeutung. 

Wir verwenden neben Bleicherde auch Aluminiumoxyd zur 
Adsorptionsanalyse wiBriger Lisungen. Al,O, nach Brockmann 
(Merck) hat sich in manchen Fallen ausgezeichnet bewahrt. Doch 
steht der hohe Preis einer allgemeineren besonders priiparativen 
Verwendung entgegen. Bei dieser Sachlage ist es wichtig, daB 
wir auch Aluminiumoxydhydrat (Merckkatalog 1093), das nur '/, 
des Preises von Brockmann-Al,O, kostet, mit gleichem Ergebnis 
zur Analyse heranziehen konnten. Das gilt mit einer Vorsichts- 
maBregel: Aus dem Handelsprodukt miissen die gréberen Teilchen 
entfernt werden; denn diese binden unsern Farbstoff irreversibel. 
Das ist iiberraschend, da eine allgemeinere Erfahrung lehrt, daB 
grobe Teilchen weniger adsorbieren als feine. Der Grund fiir 
diese Umkehrung der Erscheinungen ist unklar. Doch weisen 
diese Verhiltnisse erneut darauf hin, da’ nur Adsorbentien mit 
gleichmiBigem Korn Verwendung finden sollen. 

Zum SchluB seien einige allgemeine Ausfiihrungen an- 
geschlossen, die im wesentlichen aus der Erfahrung mit waBrigen 
Lisungen abgeleitet sind, die aber auch fiir organische Solventien 
zutreffen. Die Kindeutigkeit und Tragfihigkeit der Adsorptions- 
analyse ist durch 2 Umstinde nach 2 Seiten begrenzt. Sehr un- 
reine Lisungen auf der einen und sehr reine Lésungen auf der 
anderen Seite zeigen hiufig bei der Analyse ein anomales Bild. 
DaB Beimengungen das Adsorptionsverhalten eines Stoffes stark 
beeinflussen kénnen, ist z. B. aus der priiparativen Enzymchemie 
wohl bekannt. Diese Beeinflussung driickt sich bei der Adsorptions- 
analyse in manchen Fillen in einer, an der Norm gemessen, gréferen, 
in anderen dagegen in einer kleineren Haftfestigkeit und den 
reziproken Wanderungsgeschwindigkeiten der Zonen aus. Im ersten 
Fall beobachtet man bei einem Gemisch, dessen Komponenten 
sich gegenseitig binden, das Adsorptionsverhalten der am stirksten 
am Adsorbens haftenden Komponente, im zweiten Fall wirkt eine 
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Verunreinigung als Elutionsmittel. Wir haben bei ein und dem- 
selben Farbstoff auf verschiedenen Reinigungsstufen beide Arten 
von Beimengungsanomalien beobachten kénnen. Auf der ersten 
Stufe kann der Farbstoff von Bleicherde, von der er normaler- 
weise mit 2°/,igem Pyridin leicht abzulésen ist, nur von Pyridin-— 
Siuregemischen elujert werden. Es zeigt sich, daB in diesem Fall 
es die Harnsiure ist, die den Farbstoff an sich reiBt und mit 
ihrem Adsorptionsverhalten das Elutionsbild bestimmt. Bei anderen 
Farbstoffraktionen ist es ein farbiger Begleiter, der zu _ver- 
waschenen Saulenbildern fiihrt. Aus der geschilderten Sachlage 
leitet sich die Notwendigkeit ab, einen Stoff zunachst weitgehend 
vorzureinigen, bevor man ihn der Adsorptionsanalyse unterwirit. 
Eine andere Mehrdeutigkeit wird in das adsorptionsanalytische 
Verfahren hereingetragen bei Verwendung sehr reiner Lésungen. 
Bei ihnen findet man in einigen Fallen als das Extrem einer mit 
fortschreitender Reinigung immer festeren adsorptiven Bindung 
eine irreversible Fixierung. Eine solche ist z. B. fir die Lyochrome 
beschrieben 5), 

Die Adsorptionsanalyse wibriger Lésungen hat uns bisher 
wertvolle Dienste geleistet bei der Isolierung verschiedener Farb- 
stoffe aus Harn. Die Literatur verzeichnet ihre Anwendung zur 
Analyse kiinstlicher Farbstoffe®), zur Untersuchung von Harn- 
porphyrinen’) sowie von Corpus-luteum-Extrakten'), und enthilt 
einen Hinweis, daB sie zur Gewinnung von Thiochrom dient”). 
Ks ist abzusehen, daB sie fiir verschiedene Fragestellungen niitz- 
lich werden wird. Es seien angefiihrt: priparative Enzymchemie, 
Hauptfarbstoffe des Harns (Urochrome), Aufarbeitung von Hiweif- 
hydrolysaten, Trennung von Gallensiiuren, Reindarstellung und 
Identifizierung von Purinen und anderen Pyrimidinderivaten. 
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